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Cuando emptendas el viaje rumbo a ltaca
ruega que sea muy latgo tu camino

y abunde en avenluras y en hallazgos.
Lestrigones y ciclopes no temas

ni te arredre la furia de Poseiddn,

pues nada de eslo enconlrards si tu pensar es

allo

y una noble emocién tus aclos guia.

Lestrigones y ciclopes,
furioso Poseidon, no enconlraras
a menos que los lleves
en tu interior o tu alma los erija

para cerrarte el paso,

Ruega que sea muy largo tu camino,
haya muchas mafianas de verano

en que, lleno de gratitud y de gozo,
bajes a un puerto por primera vez

y te detengas en los centros fenicios,
a comprar cosas delicadas:

madreperia, coral, ébano y dmbar

los perfumes sensuales

y visiles las ciudades egipcias

y te colmes con la sabiduria de los sabios.

No dejes de pensat jaméds en [laca.
El desembarco en ella es tu destino.
Pero nunca apresures la jornada:
mejor que se prolongue muchos afios
y ya seas viejo al divisar la isla;

fico por lo ganado en el camino

sin esperar que le enriquezca ltaca
Ella te ha dado el prodigioso viaje;
sin la isla jamas habrfas parido:

¢Ya qué mas puede darte?

Y si pobre ia encontraras

no habra engafio:

sabio como ya eres

con fu experiencia,

para entonces sabrads que significa ltaca,

Dieciocho poemas de Constantino Cavalis
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binomio prodigioso
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Ru sunen

La fenilalanina amonio liasa (PAL; EC 4.3.1.5) cataliza la reaccion de desaminacion de la fenilalanina
dando como productos acido transcinamico y amonio. La PAL es una enzima tetramérica, que posee una
dehidroalanina en su sitio activo y no requiere de cofactores. Es ademdas una enzima que,
evolutivamente, no ha sufrido de muchas modificaciones, lo cual se manifiesta en la identidad existente
a nivel de aminodcidos entre diferenles organismos (86%). No se ha descrito la exisiencia de esta en
animales superiores, En hongos, levaduras y actinomicetos la PAL interviene en el catabolismo de la
L-fenilalanina, en las planias juega un papel central dentro del metabolismo secundario, canalizando
el flujo de carbono hacia la formacion de cornpuestos tales como lignina, cumarinas, flavonoides,
filoalexinas y antocianinas, En las dicotileddneas la enzima es allamente especifica actuando
Unicamente sobre la L-lenilalanina, La PAL de Phaseolus vulgaris ha sido ampliamente estudiada; esta
codificada por una familia de al menos 3 clases de genes no agrupados. Hasla el momento, se conocen
totalmenie las secuencias nucleotidica y de aminoacidos de las clases Il y lll, y el gen de la clase | esta
parcialmente secuenciado. El gen de PAL esla constituido por dos exones separados por un intrén que

difiere de tamafio y codifica para uha proteina de 710 -712 a.a,

Por sus caracleristicas, la PAL puede emplearse en una vaiiedad de procesos tales como: la sintesis de
L-fenilatanina y de aspartamo; la deleccion de fenilcetonuria y la obtencién de alimentos libres de L-
fenilalanina, la oblencidon de plantas con menor contenido de lignina y mas resistentes a estrés
ambiental.

L.a PAL que se han utilizado en los procesos industriales proviene basicamente de levaduras.

Actualmente, en E. coli se ha logrado la expresion de la PAL de perejil. La enzima expresada en este
sistema parece tener una mayor actividad que la enzima obtenida de cullivos inducidos de células de
perejil. La enzima de frijol, a nuestro parecer, ofrece propiedades cinélicas mas atractivas que las
enzimas clonadas hasta ahora, ya que la actividad especifica final encontrada en hoja, después de la
infeccion por un hongo patégeno, es mayor a la reportada en otros organismos, Por otra paite , la
afinidad hacia la L-fenilalanina es de las mayores encontradas en la literatura y la accidén que la
enzima tiene sobre la tirosina es de las mas bajas, lo que la hace ser candidata idonea en el proceso de
formacién de L-fenilalanina & L-fenilalanina metilester con vias a la oblencién de aspartamo y/o

aplicarla en procesos de eliminacion de este aminodcido en alimentos para fenilcetontiricas.

Es por ello que nos propusimos aislar uno de los genes de la PAL del frijol, con la idea de clonarlo en E,
coli para lograr su sobreexpresidn y explorar la posibilidad de utilizar esta enzima en los procesos
antes sefialados.
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En este trabajo se exploraron varias técnicas de aislamiento para la obtencién de uno de los genes de la
PAL de P. vulgaris. A través de nuestra investigacion se logré eslablecer que es posible identificar la
fenilalanina amonio liasa del frijol mediante anticuerpos anti-PAL obtenidos contra la enzima de la
levadura Rhodotorula glutinis. Estos anticuerpos se utilizaron para efectuar una blsqueda del gen de la
PAL en un banco de expresidn obtenido a partir de nédulos de frijol de 15 dias de edad. Fue necesario
muestrear una poblacién mayor de 300000 ufp para localizar una placa positiva,  Se amplificaron
especificamente por PCR los exones de PAL2 del frijol, estos se utilizaron para buscar en el mismo
banco de expresion logrando obtener una clona de tamaiio suficientemente grande como para contener al
gen. La clona aislada se caracterizd a través de una secuencia parcial y por un mapa de restriccion,
resultando pertenecer al grupo I.  Este resultado nos indica que la PAL1 del frijol esta presente en

nédulos de frijol de 15 dias de edad.

Se llevé a cabo la fusion de los exones de la PAL, mediante la amplificacion por PCR, de manera
inespecifica. Aun asf se considera que este es el método de eleccion para la obtencion de los genes de la
PAL. Los exones de PAL2 se pueden utilizar como sondas para la bisqueda de genes homdlogos y como
marcadores del estado fisiologico de la planta, en estudios citolégicos para la localizacién subcelular

del metabolismo secundario en plantas,
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Figura 1, Metabolismo fenilpropancide. Se representan las reacciones que dan
lugar a los diferentes metabolitos derivados del grupo fenilo partiendo de la L-
fenilalanina. La enzima que vincula el metabolismo primario al metabolismo
secundario (primer enzima de la via) es la fenilalanina amonio liasa (PAL).
Adaptado de Dixon, 1995.

Figura 2. Induccién del metabolismo fenilpropanocide debido a la accion de
diferentes factores ambientales, Para cada inductor se indican los principales
metabolitos que se sintetizan debido a su accién.

Adaptado de Dixon, 1995,
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Flgura 3a, Mecanismo de reaccién propuesto por Havir en 1968. En él la reaccién
involucra un intermediario carbanionico enzima-carbanion. A, grupo acido; B,
grupo basico. Adaptado de Havir, 1968b.

Figura 3h. Mecanismo de reaccion propuesto para la fenilalanina amonio liasa en
el que la dehidroalanina promueve un ataque electrofilico al fenilo, E, enzima; S,
substrato; P, producto.  Adaptado de Schuster, 1995,
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Flgura 4. Esquema de la localizacion de los oligonucledtidos utilizados para
amplificar los exones de la PAL del frijol.  Se indica la secuencia de gPAL2 y la
correspondiente al oligo. Los oligonucledtidos de los extremos contienen sitios de
restriccion {PAL48 (BamH1) y PAL2215 (EcoR1)). Los oligonuclétidos centrales
contienen una cola correspondiente a la secuencia del extremo del otro exén
(PAL463 y PAL380).

50

Figura 5, Representacion esquematica de la estrategia seguida para obtener el gen
de la PAL de P. vulgaris a expresarse en E. coli.
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Flgura 6. Ensayo del reconocimiento de la PAL de S. pararoseus, Se efectud una
prueba inmunoidgicawestern blot utilizando los anticuerpos dirigidos contra la PAL
de R. glutinis (dilucién 1:1000). Carril 1, marcador de peso; carril 2, 0.5ug de
PAL S. pararoseus recién purificada (F102); carril 3, 0.5 pg de PAL 8. pararoseus
recién purificada (F103).
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Flgura 7A. Ensayo del reconocimiento de la PAL en extracto crudo de frijol,
proveniente de hipocotilos inducidos. Se efectud un ensayo inmunolégico del tipo
western blot utilizando los anticuerpos dirigidos contra la PAL de A. glutinis
(dilucién 1:1000) en el cual es posible observar que los anticuerpos contra la PAL
de R. glutinis son capaces de reconocer a las enzimas del frijol y S. pararoseus.
Carril 1, marcador de peso; carril 2, extracto proteico de frijol (20ug); carril 3,
proteina comercial de Rhodotorula glutinis (0.5 pg); carril 4, protefna purificada
de PAL Sporidiobolus pararoseus (0.5 ug de F102), 78. Representacién
esquematica de 7A resaltando las bandas observadas.
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prueba inmunoldgicawestern blot utilizando los anticuerpos dirigidos contra la PAL
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Flgura TA. Ensayo del reconocimiento de la PAL en extracto crudo de frijol,
proveniente de hipocotilos inducidos. Se efectud un ensayo inmunoldgico del fipo
western blot utilizando los anticuerpos dirigidos contra la PAL de R. glutinis
(dilucién 1:1000) en el cual es posible observar que los anticuerpos contra Ja PAL
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Figura 8. Ensayo de reconocimiento de la PAL en nddulos de frijol de 15 dias de
edad. Western blot de la PAL de frijof utilizando anticuerpos contra la enzima de R.
glutinis purificados (dilucién 1:2.5). Se probaron diferentes concentraciones de
extracto de nodulo de 15 dias de edad. Carril 1, PAL de S. pararoseus (0.5ug de
F102); carriles 2-7, 9, 18, 36, 75, 150, 150ug de proteina total
respectivamente; carril 8, marcador de peso molecular, carril 9, extracto celular
de E. coli. Los carriles 7 y 8 fueron revelados con azul de coomassie,
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Flgura 9. Dendrograma que ilustra la relacion entre las secuencias de la
fenilalanina amonio liasa (PAL) de diferentes origenes realizado con el programa
Geneworks. La nomenclatura esta dada por el nimerode acceso en el GeneBank, en
donde las claves son las siguientes: PALY_RHORB, Rhodotorula rubra; PALY_RHOTO,
Rhodosporidium toruloides; PALS_Lyces, Tomate, PALY_TOBAC, Tabaco;
PAL1_SOLTU, Papa; PALY_IPOBA, Papa; PAL1_PETCR, Perejil; PAL1_PEA,
Chicharo; PAL2_PEA, Chicharo; PALY_MEDSA, Alfalfa; PAL1_SOYBN, Soya;
PAL2_PHAVU, Frijol; PAL2_SOLTU, Papa; PAL3_PHAVU, Frijol; PAL1_PHAVU,
Frijol; PALY_ORYSA, Arroz.
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Flgura 10. Ensayo del reconocimiento de los mRNA de la PAL por los
oligonucledtidos (PAL48 y PAL2215) en RNA total proveniente de hipocotilos
tratados con luz ultravioleta y corte. Prueba de hibridacion northern blot enla
modalidad de rendija. Se colocaron diferentes concentraciones de RNA total obtenido
de hipocotilos inducidos a las 0, 4.5 y 6 horas de induccion. A, Hibridacién con el
oligonucledtido PAL48. B. Hibridacidn con el oligonucledtido PAL2215,
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Figura 11A. Electroforesis en agarosa 1% de los productos de amplificacién por
PCR. Carril 1y 5, marcadores de peso (bacteriéfago A Hindlll-EcoRl); carril 2 y
3, reacciones de fusidn; carril 4 y 8, marcadores de peso (bacteridfago A Pstl);
carril 6, amplificacion del primer exdn; cariil 7, amplificacion de segundo exén.
11B. Acentuacidn de la imagen de 11A para mostrar las bandas de interés. Las
flechas sefalan: a.Primer exon(450pb); b. Segundo exdn(1850pb) y c. Producto de
fusion (2300pb). MP, marcador de peso.

60

Figura 12, Mapa de restriccion de las tres familias de genes para la PAL en el
frijol.
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Figura 13B. Electroforesis en gel de poliacrilamida 5% TBE de las digestiones del
fragmento de 450pb (exdn 1) y del fragmento de 1850pb (exén 2). Carril 1, 8 y
15, marcadores de peso molecular (bacteriéfago A Hind li-EcoR1); carril 2-7,
fragmento de 450pb digerido con Pvull, Ncol, Sacl, Hindlll, Kpnl y EcoRlI
respectivamente; carril 9-14, fragmento de 1850pb digerido con Pvull, Ncol, Sacl,
Hindlll, Kpnl y EcoRl respectivamente. 13B. Acentuacién de la imagen presentada en
13A para mostrar las bandas de interés.
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Figura 14, Electroforesis de los plasmides de las clonas obtenidas a partir del
banco de expresion de nddulos de frijol de15 dias de edad utilizando como sonda el 2°
exoén de gPAL2. Los plasmidos se digirieron con las enzimas EcoRl'y Xhol para
liberar a los insertos, Cartil 1, marcador de peso (bacteridlago A Pstl); carril 2,
digestion del plasmido de la clona ¢9; carril 3, plasmido Bluescript pSK+; carril 4,
digestién del plasmido de la clona c64; carril 5, degestion del plasmido de la clona
c63-PAL.
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Figura 15, Electroforesis en agarosa 1% y ensayo de hibridacién del tipo southern
blot de la clona ¢63-PAL. Panel A. carril 1, pldsmido de ¢63-PAL digerido con
EcoRl y Xhol; carril 2, plasmido de c¢63-PAL sin digerir; carril 3, plasimido
Bluescript pSK+ linearizado; carril 4, marcador de peso (bacteridfago A Psl).
Panel B. b1, Electroforesis en agarosa 1% del pldsmido de la clona c63-PAL digerido
con EcoR1 y Xhol; b2, Autorradiografia de la hibridacién de (b1) utilizando como
sonda el 2° exdn de gPAL2,
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Flgura 16. Southern blot de los exones de gPAL amplificados y del plasmido de la
clona c63-PAL. Electroforesis en agarosa al 1% . Del lado derecho se muestra la
autorradiografia correspondiente a la electroforesis del lado izquierdo. Carrilt,
marcador de peso (bacteridfago A pstl); carril 2, fragmentos amplificados por PCR
(450pb y 1850pb); carril 3 y 5, c63-PAL sin digerir; catril 4 y 6, c63-PAL
(digerido con EcoRly Xhol). Elinserto de ¢63-PAL es mayor al fragmento de PAL
de1850pb.
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Flgura 17, Alineamiento de la secuencia nucleotidica parcial de ¢63-PAL y la
secuencia de la region correspondiente en gPAL1. Las secuencias poseen un 85% de
identidad. En la secuencia leida se encuentran los dos sitios de restriccion para la
enzima Neol.
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Introduccion

La fenilalanina amonio liasa (PAL; EC. 4.3.1,5) fue originalmente aislada y caracterizada en cebada
(Hordeum vulgare) en 1961 por Kokul y col. A partir de entonces, se ha descrilo en una gran
variedad de organismos (Emes, 1970; Camm, 1973; Jangaard, 1974, Fritz, 1976; Shetty, 1986).
Esta enzima cataliza la reaccion de desaminaciéon de la L-fenilalanina dando como producto acido
transcinamico y amonio, La capacidad de la PAL para efectuar la sintesis de L-fenilalanina se demostré

in vitro en 1968 (Havir, 1968). Sin embargo, in vivo esta reaccién ain no se ha observado.

& coo” ___,coo’
/ PAL
"y » \ H + NH4+
+ ~TTT T
NH 4 —
L-fenilalanina I-cindmico

La PAL es una de las enzimas més estudiadas de las plantas, debido a que es la enzima que deriva la
fenilalanina (metabolito primario) hacia la biosintesis de los fenilpropanoides (metabolitos

secundarios) (Figura 1).

Tanto la desaminacion de la fenilalanina como su sintesis son procesos de interés comercial.  Desde
hace mas de una década se propuso la utilizacion de esta enzima en procesos tales como el diagndstico y
el ratamiento de fenilcetonuria, asi como para la produccion de aspartamo (edulcorante no calérico).
A nivel agricola, se ha propuesio que el control de la expresion de la PAL puede contribuir a la
produccion de cultivos mas resistentes a infecciones y a condiciones ambientales adversas, asi como a

la produccién de forraje con un menor contenido de lignina.

A la Juz de estas investigaciones, y buscando una enzima mds especifica, estable y activa, se pensd en la
posibilidad de clonar la enzima de alguna fuente vegetal. Para ello se selecciond a la PAL del frijol y se

propuso oblener una cepa de Escherichia coli que la sobreprodujera.

El alcance del presente trabajo se limita a la obtencion del gen de la PAL del frijol,
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Figura 1. Metabolismo fenilpropanoide. Se representan las reacciones que dan lugar a los diferentes
metabolitos derivados del grupo fenilo partiendo de la L-fenilalanina, la enzima que vincula el metabolismo
primario al metabolismo secundario (primer enzima de la va) es la fenilalanina amonio liasa (PAL).

Adaptado de Dixon R.A., 1995.
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1. EL METABOLISMO SECUNDARIO EN LAS PLANTAS,

A) El__metabollsmo__fenlipropanoide.

Si consideramos que las plantas son organismos que para sobrevivir deben contender con su ambiente
pues carecen de la posibilidad de desplazarse para evadir las condiciones adversas del medio, es facil
comprender la importancia que juega el que estas desarrollen mecanismos de defensa eficientes que les
permitan responder a los cambios de manera répida y oportuna.  El metabolismo fenilpropanoide da
como resultado una gran variedad de compuestos derivados del grupo fenilo (considerados dentro del
metabolismo secundario) cuya principal actividad es participar, precisamente, en los mecanismos de
defensa de la planta (Figura 2).  Algunos intervienen en la defensa contra patégenos y herbivoros,
mientras que otros juegan un papel importante como atrayentes de polinizadores, o como inhibidores
de plantas que crecen a su alrededor. Algunos otros ayudan a contender con el medio al presentarse
algln estrés ambiental & funclonan como sefiales en la rizésfera (Peters, 1986) y pueden actuar
internamente como moduladores de la accion y transporte de hormonas (citocinas y auxinas) (Binns,
1987; Jacobs, 1988; Dixon, 1995),

En la figura 1 se presenta la via metabdlica de los compuestos fenilpropancides, la enzima que canaliza
el carbono hacia esta variedad tan compleja de productos es la fenilalanina amonio liasa (PAL). A
partir del &cido t-cindmico se obtienen desde compuestos fendlicos simples (cumarinas) hasta

polimeros complejos (lignina).

Dentro de esta via las enzimas que se ha encontrado intervienen en su regulacién son:

. La fenilalanina amonio liasa (PAL) que se induce por una gran gama de factores bidticos

y abidticos.

. La chalcona sintasa (CHS) que se induce por accion de la luz ultravioleta y debido a la

infeccion por hongos fitopatdgenos.

. La chalcona isomerasa {(CHI) que se induce por luz ultravioleta,

o
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Figura 2. Induccién del metabolismo fenilpropanoide debido a la accién de diferente:
factores ambientales. Para cada inductor se indican los principales metabolitos que s
sintetizan debido a su accion.

Adaptada de Dixon R.A., 1995.
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A continuacion se mencionan algunas caracleristicas sobresalientes de algunos fenilpropanoides,

- Las cumarinas o sus derivados a menudo son extremadamenle toxicos para los animales,
poseen efecto anticoagulante y estrogénico. Se ha observado su sintesis como respuesta a la

invasion por patégenos.

- Las fitoalexinas lipo flavonoides son compuestos de bajo peso molecular que resultan ser
téxicos para hongos, bacterias, neméatodos, insectos y virus. Afectan la respiracion y el
crecimiento de cullivos de células y tejidos vegetales, inhiben la germinacion y retardan el
crecimiento de la rafz. Las fitoalexinas del lipo fenilpropanoide se han encontrado en
dicotiledéneas, monocotiledéneas y gimnospermas y al parecer estan ausentes en plantas no

vasculares (Smith, 1986),

- Los flavonoides actlan como protectores contra radiaciones UV (Calwell, 1983), como
barreras quimicas preformadas y como pigmentos en las flores, donde también actiian como
atrayentes de polinizadores (Harborne, 1981; Brovillard, 1988). Adicionalmente, este
grupo de compuestos, funcionan como compuestos de defensa contra patdgenos, como
repelentes de herviboros (Heden, 1986), como sefiales moleculares en las interacciones

planta-microorganismo (Hirsch, 199?).

- Los flavonoles son necesarios para que se lleve acabo una polinizacién adecuada. Por ejemplo,
en petunias el dafio mecanico y la polinizacion inducen la formacién de camferol y sus
glicésidos (Mo, 1992).

- Las antocianinas son las encargadas de dar una gran gama de colores a las flores  Sin duda son
un factor de atraccion para los insectos polinizadores, favoreciendo ademas la dispersion de
las semillas. Se localizan principalmente en pétalos, frutos, semillas, tallos y hojas.
Adicionalmente, funcionan como protectores contra el dafio causado por la luz ultravioleta, La
sintesis de antocianinas es inducida por cambios en la temperatura (heladas), iluminacién y

baja concentracion de fosfatos. Las antocianinas se acumulan en las vacuolas.

- La lignina es uno de los polimeros mas abundantes en la lierra, estd formada por una mezcla
de fenilpropanoides simples (alcohol coniferflico, alcohol p-cumarilico y alcohol sinépico).
Su composicién varia de una especie a otra (Bernards, 1992; Whetten, 1995). La lignina
sirve como matriz para los polisacaridos componentes de algunas paredes celulares de las

plantas, ademas ayuda en la hidrolobicidad de la pared haciéndola mas impermeable al agua y
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provee de rigidez y resistencia adicional a la planta, de donde se deduce que las plantas
vasculares terrestres debieron aparecer posteriormente a la evolucion de la biosintesis de
este polimero. Los arboles también requieren de un gran soporte, se ha calculado que de un 15
a un 36% del peso seco de la madera corresponde-a lignina (Sarkanen, 1971). Hay sintesis
de lignina durante el desarrollo (en xilema) y en células afectadas por enfermedades 6 dafio
mecanico. La demanda de lignina induce la expresién coordinada de la PAL y la 3-deoxy-D-

arabinoheptulosonato-7-fosfato sintasa (DHAP sintasa) (Hahlbrock, 1989).

Poco es lo que entendemos acerca de como se efectia el vinculo entre la seial de percepcion de un
patogeno, la muerte de las células infectadas, la produccion de sefiales enddgenas y la induccién de una
respuesta eficiente dirigida hacia el patégeno. Sin duda, este sistema integra a una serie de factores, de
mecanismos de regulacidn intrinsecos de la planta, una cascada de eventos moleculares que
desemboquen en uha respuesta especifica.  En este sentido, Hahlbrock encontré en 1976, que las
enzimas que intervienen en la sintesis de glicésidos flavonoides se inducen en una forma coordinada y
propone a la PAL como el paso limitante para la via entera. Posteriormente se asignd a la PAL como
enzima clave en la biosintesis de acido clorogénico (Smith, 1981).

Aln cuando la regulacion de las enzimas es coordinada, exisle una respuesta especifica de acuerdo al
estimulo que recibe la planta, por ejemplo si el dafio es debido a irradiacién con luz ultravioleta, la
réspuesta sera hacia la formacion de flavonoides, mientras que una induccion por infeccion con un
hongo patégeno da como resultado la sintesis de furanocumarinas (Hahlbrock, 1984),

Hay un interés muy marcado en la regulacion de la biosintesis de fenilpropanoides, tanto como modelo
de estudio para entender como es el flujo de carbono hacia esta via como para la identificacion de
moléculas clave para la manipulacion biotecnoldgica de productos naturales de interés agricola, médico
e industrial. Se ha establecido que el metabolismo secundario, en plantas, normalmente se lleva acabo
en el citoplasma. Sin embargo, existen informes sobre la asociacion de la via de los flavonoides con las
membranas del retlculo endopldsmico (Wagner,1984). La presencia de complejos enzimaticos
facilita la canalizacion de los productos intermediarios al sitio de la siguiente modificacion sin que
estos se liberen al citosol, lo cual permite un contro! mas fino de la via metabdlica. Por ejemplo, la
movilizacién del dcido t-cindmico entre 1a PAL y la cinamato 4-hidroxilasa, favoreceria la existencia
de regiones de mayor concentracién de t-cindmico, lo que explicarfa en gran medida, por que es posible
que exista control por retroalimentacion en la célula, atin cuando la concentracién del &cido t-cinamico
encontrada en extraclos crudos no logre alcanzar los niveles requeridos para que este tipo de control se

efectie in vilro.
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B)Relaclén_ del melabollsmo_secundarlio con la vfa del shikimato.

La planta tiene que cubrir en primer instancia las necesidades energéticas que le permitan crecer y
reproducirse. Sin embargo, el metabolismo secundario realmente juega un papel principal en el éxito
que una especie vegetal tenga para sobrevivir en su ambiente, de tal forma que la respuesta hacia un

estimulo determinado sea eficaz.

Al ser herida una planta, al presentarse una infeccion ¢ al haber un estrés ambiental hay incremento
en la actividad de las vias glicolitica y pentosa fosfato con la finalidad de aumentar la produccion de
esqueletos de carbono para la biosintesis de aminoacidos aromaticos, precursores de los metabolitos

secundarios. La via que deriva el fiujo de carbono hacia estos compuestos es la via del shikimato,

Esta ruta unicamente estd presente en microorganismos y plantas. En las plantas superiores se
encuentra localizada en plastidos y se ha propuesto su existencia en citoplasma como una via
secundaria. Bajo condiciones normales, se ha caiculado que el 20% del carbono fijado por la planta
fluye a través de esla via (Haslam, 1993). Aqui se efectia la condensacidn de la eritrosa 4 fosfato
(E4P) (proveniente del ciclo de las pentosas) y el fosfoenolpirivico (PEP) (proveniente de
glicéli_sis) formando 3-deoxy-D-arabinoheptulosonato 7 fosfato (DAHP) que después de varias
modificaciones se transformard en corismato, Ultitno precursor comun entre la tirosina, la
fenilalanina y el triptéfano. En los plastidos, la via del shikimato, es la encargada de proveer de
aminoacidos para la biosintesis de proteinas; sin embargo, en el citoplasma ademds de cubrir esta
necesidad los aminoacidos aromaticos se utilizan para efectuar la sintesis de productos naturales de
importancia significativa para la planta como cumarinas, glicésidos cianogénicos, glucosinolatos,
diversos compueslos flavonoides, isoflavonoides tipo fitoalexinas, estilbenos y acido indol acético entre
otros. Seguramente, uno de los primeros puntos de control de la sintesis de fenilpropanocides se
encuentra asociado con la via del shikimato, al respecto se han identificado como sitios de regulacion

los siguientes:

- La enzima DAHP sintasa, encargada de la primera reaccion, es una metaloproteina.
En las plantas se han distinguido 2 enzimas, una estimulada por Mn2+ (localizada en
cloroplastos) y otra por Co2+ (citosdlica) (Ganson,1986); esta Ultima posee una Km

para la eritrosa 4-fosfato un orden de magnitud mayor que la primera (Doong,1992).

9
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A diferencia de la DAHP proveniente de bacterias, en las plantas no se han logrado

identificar especies que sean inhibidas por alguno de los tres aminoécidos aromaticos,

Al parecer existe un incremento en el flujo de carbono hacia la via del shikimato como
respuesta a ciertos estimulos, evidencia de esto es la acumulacion de mRNA de la DAHP
sintasa debido a la infeccién por hongos y al dafio mecanico (Dyer,1989; Gorlach,
1995); ademds, se sabe que plantas transgénicas que poseen un RNA antisentido de
DAHP sintasa estan dafiadas en la sintesis de lignina (Jones, 1995). Un punto de contacto

entre los dos metabolismos es la inhibicidn de la DAHP sintasa debido al 4cido caféico.

- El pentltimo paso de esta via, catalizado por la enzima 5-enolpiruvilshikimato 3-
fosfato (EPSP), es reversible. Esta reaccién ha sido la mas estudiada de la via, pues
sobre ella actia el herbicida glifosato. En tomate su expresion es 6rgano especifica

(Gérlach,1994).

- Lacorismalo sintasa es la Ultima enzima de la via. Como cofactor la enzima requiere

de FMNH,. Al igual que la enzima anterior, su expresién es drgano especifica en el

lomate (Gorlach,1994).

10
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2. LA FENILALANINA AMONIO LIASA

A) Aspectos esiructurales de la_PAL.

l.a Fenilalanina amonio liasa ha sido aislada y purificada a homogeneidad electroforética en numerosos
organismos (Camm, 1973; Jangaard, 1974; Bolwell, 1985), es una enzima tetramérica, de peso
molecular entre 226 y 330kDa dependiendo del organismo que provenga (Tabla 1). Las subunidades
de la PAL pesan entre 77 y 83kDa, aunque en algunos casos llega a pesar hasta 55kDa (Juarez, 1995).

En su sitio activo se ha descrito la existencia de un grupo prostético electrofilico, indispensable para
la catélisis, correspondiente a una dehidroalanina; se cree que el papel de este residuo es el de formar

un grupo més activo que el NHz+. Por otro lado, la clonacion de la PAL en E. coli sirvié para

establecer que la formacién de la dehidroalanina es mediante un proceso autocatalitico (Schulz, 1989;
Orum, 1992). Efectuando mutagénesis sitio dirigida, en la PAL del perejil, se encontrd que la serina
202 es el precursor de la dehidroalanina. Este aminodcido se ha conservado en todas las enzimas hasta

ahora secuenciadas (Schuster, 1894).

La propiedad electrofilica de la dehidroalanina se demostrd con el uso de varios agentes nucleofilicos,
como son, el cianuro y el borohidruro de sodio (Havir, 1968). Estos compuestos causaron la
inactivacion irreversible de la enzima. A través de estudios de marcaje radiactivo, utilizando cianuro,
se observd que la incorporacion de la marca fue proporcional a la pérdida de la actividad (entre 1y
2mol de PAL/mol de 14CN-) hecho que llevo a establecer que la enzima posee dos sitios activos
(Hodgins, 1971).

La presencia de una dehidroalanina dentro del sitio activo de una enzima Unicamente se ha identificado
en la PAL y Ia histidasa (HAL; histidina amonio liasa) por lo que se piensa que ambas enzimas fienen

un origen comun.

11
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TABLA 1. Propiedades principales de la fenilalanina amonio liasa de
diferentes organismos

Organismo

Streptomyces
verticillatus

Rhodotorula
glutinis

Rhodosporidium
torulaides

Sporidiobolus
pararoseus
NRRL-Y5484

Phaseolus
vulgaris L.

1 pl5.4
Phaseolus 2 pl5s.2
vulgaris L. 3 pl5.02
4 pl4.85

Petroselinum
crispum

Petroselinum
crispum Nym
en £, coli *

Peso
molecular

(kDa)

Temperatura
optimo de
reacc.

QY]

Referencia.

Bezanson, 1970

Hodgins, 1971

Ogata, 1967

Monje, 1995

Da Cunha,1989

Bolwell, 1985

Zimmermann, 1975

Appert, 1994
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B)_Aspectos cinéticos de_la _reaccion efectuada por la PAL.

La PAL posee una gran afinidad hacia la L-fenilalanina, sin embargo, en algunas especies también actia
sobre la D-fenilalanina, derivados de la DL-fenilalanina y la L-tirosina. La especificidad hacia la L-
fenilalanina es mayor en plantas y dentro de ellas en las dicotiledéneas (Camm, 1973).  La enzima

no requiere de cofactores.

El mecanismo de reaccion de la PAL fue inicialmente descrito por Havir y Hanson en 1968, usando la
enzima proveniente de tubérculos de papa. Estos autores propusieron un modelo en el cual se plantea
la presencia de un grupo carbonilo en el proceso catalitico y la formacién de un intermediario enzima-
amonio. Primero ocurre el ataque nucleofilico a la dehidroalanina por el grupo amino del substrato
(L-Phe) con la formacion de un intermediario carbonil-amino que facilita el rompimiento del enlace
N-C y da lugar a un segundo intermediario carbonil-amonio que por Ultimo es hidrolizado (Figura

3a),

En contraste, Schuster (1995) sugiere un mecanismo en el cual el paso crucial, es un ataque
electrofilico del grupo prostético (dehidroalanina) a la posicion 2 6 6 del fenilo (Figura 3b). La
propuesta involucra una acilacién temporal (tipo Friedel-Crafts) del anillo fendlico. Este modelo
esta basado en los estudios efectuados con mutantes, en el codon 202, de la PAL del perejil. La mutante
en la que se cambio la serina por una alanina y se inactivé con borohidruro de sodio (que causa 100%
de inactivacion) fue capaz de actuar sobre la L-4 nitrofenilalanina; al parecer, el grupo nitro pudo

substituir parcialmente al grupo prostético.

Este ultimo mecanismo parece ser el mas apropiado, ya que la propuesta de Havir no explica

claramente como se forma el intermediario carbanidnico involucrado (Schuster, 1995).

15
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Figura 3a. Mecanismo de reaccion propuesto por Havir en 1968.

En él la reaccion involucra un intermediario carbanidnico enzima-carbanion.

A, grupo acido; B, grupo bésico

Adaptado de Havir, 1968b.



, - Figura 3b. Mecanismo de reaccion propuesto para la fenilalanina amonio liasa en el que la
.2 dehidroalanina promueve un ataque electrofflico al fenilo. E, enzima; S, substrato, P, producto.
Adaptado de Schuster, 1995.
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El comportamiento cinético de la fenilalanina amonio liasa depende del organismo del cual se haya
aislado, en algunos casos se observa una cinética clasica del tipo de Michaelis-Menten, en otios,
inhibicién competitiva por exceso de producto 6 substrato.  Aun cuando la composicién de la PAL no se
ha establecido, es decir, no se sabe con certeza si hay formacion de un heterotetrdmero o si solamente
se ensambla como homotetramero. Se ha observado que la cinética generada por una enzima aislada
mediante procesos en los que no se involucré la separacion de las diferentes subunidades se desvia de
la cinética tipo Michaelis-Menten, no asi al separar las diferentes subunidades por su punto
isoeléctrico (pl) (Bolwell, 1985). Por otro lado, los homotetrameros de la PAL del peregjil,
expresados en £, coli, presentan esta misma cinética, a diferencia de las formas expresadas en la
planta (Appert, 1994). En la papa al colocar D-fenilalanina (inhibidor competitivo) se obsetva
también una cinética clasica de Michaelis-Menten, sugiriendo que este resultado es debido a

interacciones alostéricas mas que a la presencia de isoenzimas (Havir, 1981).

En la PAL la constante cinética Km, para la L-fenilalanina es muy variable, lo que podria atribuirse a
las condiciones en las que se hicieron las medidas. Sin embargo en el frijol, por ejemplo, se han
obtenido diferentes Km para cada una de las isoformas, lo que podrfa estar relacionado a la funcion que
tiene esta enzima en las plantas., La Tabla 1 contiene algunas propiedades de la PAL aislada de
diferentes organismos, en ella podemos observar, que en general, el pH dptimo de reaccion de la
enzima es bdsico y que la temperatura éptima de reaccion varia y casi siempre es menor en la enzima

proveniente de fuentes microbianas.

La actividad especlfica alcanzada es muy variable, al comparar los resultados de algunos procesos de
purificacion de la enzima proveniente de diversos organismos se observa que con la enzima de P.
vulgaris se ha logrado obtener una mayor actividad especifica (3.26 U mg-1) y que esta ha sido menor
en el caso de lade S. verticillatus ATTCC13495 (0.02 U mg) (Tabla 2). Al parecer, el uso de
columnas de afinidad durante la purificacion de la proteina fue un paso crucial para obtener dicha

actividad especifica (Da Cunha, 1989).

La PAL es una enzima regulable, los compuestos que ejercen una accion inhibitoria mas potente sobre
ella son los &cido t-cinamico y p-cumarico, sin embargo, algunos intermediarios y productos del
metabolismo fenilpropanoide tienen la facultad de inhibir a la PAL, tal es el caso de los &cidos caféico y
acido galico (Sato, 1982).




by
frecy
TABLA 2. Comparacién relativa de los procesos de purificacién reportados para la
e fenilalanina amonio liasa.
iy
wm
] Organi smo Act. esp. Act esp. F.P. Etapas de Rendimiento Referencia
Inicial Final Puri ficacién.
XY
(U mg™! de proteina) ¢Y)
2]
[ ] Streptamyces
verticillatus 09,0005 0,0201 49 5 9 Emes, 1970
o ATTCC13495
bed Streptamyces
verticillatus 0.0024 1,06 449 4 4,57 Jubrez, 1995
- Rhodotorula
glutinis 8559 8.01 2.6 260 4 28 Hodgins, 1971
(5]
Sporidiobolus
4 pararoseus 8.022 0,72 32.6 2 8.3 Monje, 1995
' NRRL-Y5484

—

Phaseolus
vulgaris L. Da Cunha, 1983

.148
Phaseol us . Bolwell, 1985
vulgaris L.++ .

Petroselinum

crispum Kym . Schulz, 1989
en E.coli

Petroselinum
crispum Nym Appert, 1944

en E. coli *

Rhodosporidium
toruloides . Orum, 1992
en £, coli

Rhodosporidium

toruloides Faulkner, 1994
en £, coliy

S. cerevisiae

Codigo: Act. esp. Actividad especifica; F.P. Factor de purificacién;++ valores para las
diferentes isoformas (1,pI 5.4; 2,pI 5.2; 3,pI 5.02; 4,pI 4.85); Phaseolus vulgaris
(Frijol); Petroselinum crispum (Perejil); *Fusién con Glutatién S-Transferasa (GST).

A U= unidad enzimdtica, entendida como la cantidad de dcido trans-cindmico (umoles) formado

por minuto bajo las condiciones de temperatura empleada.

o Adaptada de Monje R.I., 1995.
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C) Estructura_y Organizacion genética.

Se han aislado y secuenciado genes de la PAL de varias familias de plantas, incluyendo gimnospermas,
monocotileddneas y dicotileddneas, herbaceas y lefiosas ( Cramer, 1989; Joss, 1992; Appert; 1994;
Nagai, 1994; Osakabe, 1995, Wanner, 1995). En la mayoria de las familias la PAL esta representada
en una pequena familia de genes de entre 2 y 6 miembros, con la excepcidn de la papa, la cual contiene
mas de 40 genes, lo que demuestra que, en esta especie, la PAL posee una complejidad gendmica poco

usual en este grupo (Joss, 1992).

En las plantas superiores en que los genes de la PAL se han secuenciado, se ha encontrado que éstos
contienen un Unico intron, Sin embargo, la PAL3 de Arabidopsis thaliana posee un intrén adicional y

una menor similitud con los demas genes de la PAL reportados (Wanner, 1995), -

Generalmente los genes que codifican para las enzimas que intervienen en el metabolismo secundario
estdn agrupados; empero, este tipo de organizacion no se habia observado en el caso de los genes de la
PAL. Recientemente, se encontrd que en la leguminosa Trifolium subterraneum los genes de la PAL

eslan agrupados dentro de aproximadamente 20 kilobases (Howles, 1994).

Algunos promotores de la PAL tienen la capacidad de integrar una serie de sefiales ambientales durante
el desarrollo con el fin de adaptar la expresion del gen a las funciones tan diversas que tienen los
compuestos fenilpropanoides. El promotor que mas se ha estudiado es el de la PAL2 del frijol (Leyva,

1992).

D) La _expresién de la PAL.

El patron de expresion de la PAL, descrito en el frijol, perejil y Arabidopsis es fundamentalmente
diferencial y organo especlfico, tal como lo demuestran los ensayos efectuados durante el desarrollo
normal de las plantas y al somelerlas a algin estrés ambiental (Liang, 1989; Halbrock, 1989; Lois,
1989; Bevan, 1989; Yamada, 1992).  En general se ha encontrado que un aumento en los niveles de
la PAL esta ligado al aumento en el nivel de etileno, lo que indica que existe una respuesta de la PAL que

es etileno dependiente (Ecker, 1987). Sin embargo, en el melon se distinguen dos tipos de respuesta
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de la PAL, una etileno dependiente y la otra etileno independiente. La respuesta dependiente se
presenta durante el desarrollo del fruto y la respuesta independiente al existir dafo mecanico en la

planta (Diallinas, 1994).

Hace relativamente poco tiempo fue posible generar plantas transgénicas de tabaco que expresaron
diferentes niveles de la PAL (Bate, 1994). La transformacion del tabaco se efectud con el gen de la
PAL2 del frijol modificado en su promotor por la inclusion del una secuencia potenciadora de la
expresion. Como resultado se obtuvieron una gama de plantas que expresaron la PAL desde el nivel
silvestre hasta un 0.2% de este, estudios efectuados con las transgénicas permitieron demostrar que la
accion de la PAL es un paso crucial sobre el flujo de carbono hacia el metabolismo fenilpropanoide y

por lo tanto hacia {a acumulacion de la mayoria de sus productos (Bate, 1994).

E) La _Interaccldn Planta-mlcroorganismo.

Se atribuye a los flavonoides el ser uno de los primeros compuestos involucrados en el establecimiento
de la simbiosis Rhizobium-leguminosa. Fundamentan este hecho los siguientes eventos: en la ralz, la
elaboracion de exudados flavonoides esta controlada durante el desarrollo y es en esta zona donde se
localiza una mayor infeccidon (Pelers, 1988); al inicio del “didlogo" entre la leguminosa y el
Rhizobium, los flavonoides provenientes de la planta hospedera interactiian con la proteina NodD del
Rhizobium activando la transcripcion de otros genes nod, cuya funcidn es la sintesis de un
tetraglucosido llamado factor de nodulacion (Peters, 1986). Por Ultimo, se ha observado que la
biosintesis de novo de tlavonoides, por parte de la planta hospedera, ocurre tras la inoculacién con
Rhizobium (Recourt, 1992).

Atin cuando algunos estadios en el desarrollo del nodulo podrian compararse con interacciones planta-
patdgeno, (Vance, 1983) en el hospedero no se produce una respuesta de defensa contra el simbionte
mediada por compuestos del tipo fenilpropanoide. Incluso se ha encontrado que los genes de la PAL y la
CHS inducidos durante la simbiosis no son inducidos por estrés o interacciones con palégenos
(Estabrook, 1991). Sin embargo, la simbiosis con una bacteria Nod+ Fix- trae como consecuencia la
produccion de fitoalexinas (Werner, 1985), al parecer, si el nédulo no es activo la planta desarrolla
una respuesta de defensa.
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A diferencia de la interaccién planta-simbionte, la respuesta a la presencia de algin patdgeno es la
biosintesis de compuestos de defensa en el hospedero. Por ejemplo, en la soya la interaccion con un
hongo patdgeno provoca un aumento en los niveles de la PAL que conlleva a la biosintesis de una
fitoalexina; la gliceolina | (Ebel, 1984). Mas aun, en el frijol la actividad de PAL es inducida poco
tiempo después de la infeccion por Xanthomonas campestris pv. phaseoli var fuscans en variedades
resistentes, mientras que en las variedades susceplibles esta se manifestdé en forma tardia. La
presencia de los compuestos tipo flavonoides encontrados podria estar asociada a la respuesta de

resistencia (Camas, 1993).

F) La_PAL dentro del Catabolismo de {a l-Phe en_mictoorganismos.

En microorganismos la PAL funciona como una enzima catabdlica pues permite a las levaduras y los
hongos utitizar la L-fenilalanina como unica fuente de carbono y energia é bien, como fuente de
nitrégeno (Hanson, 1981; Marusich, 1981). En actinomicetos (del genero Streptomyces) esta
enzima no es responsable de la asimilacion de fenilalanina, mas bien, su presencia parece estar
relacionada con la sintesis de mitomicina. En este caso, la enzima es inducible por fenilalanina y su
maxima actividad se presenta en la etapa tardia del crecimiento exponencial siendo su inhibidor mas

potente el acido t-cinamico (Judrez, 1985).

G) Expresion de la fenllalanina amonio liasa en_Escherichla coll y._

Saccharomyces cerevisiae .

El grupo de Hahlbrock (Schulz, 1989) fue uno de los primeros gue consiguié clonar el gen de la PAL
en Escherichia coli y obtener una enzima activa. La actividad especifica de la PAL1 del perejit
expresada en E. coli (BL21(DE3)) fue mayor a la obtenida con la enzima proveniente de céluias de
perejil estimuladas con un inductor (54nmol mg'? min'! y 6nmol mg-! min-1, respectivamente), La

importancia de esta investigacion radica en el hecho de establecer que la bacteria es capaz de sintetizar
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y ensamblar un homotetrdmero con actividad de la PAL, lo que podria significar que la planta no

necesariamente requiere de la expresién de todos los genes de la PAL para formar una enzima activa.

Posteriormente, en 1994 Appert et al, lograron expresar la PAL fusionada con glutation S-
transferasa en Escherichia coli DH5a.  El resultado que obtuvferon fue que todas las enzimas,
fusionadas y libres, expresadas en E. coli fueron cataliticamente activas; la Km , para la L-
fenilalanina; calculada para estas enzimas (15-24.5uM) fue muy similar a la de la enzima nativa, asf
como la temperatura y pH dptimos de 58°C y 8.5 respectivamente. Todas las enzimas actuaron también
sobre la L-tirosina y fueron inhibidas competitivamente por el t-cindmico. Solo el 10% de la
proteina fusionada se unié a la matriz glutation-sefarosa, sin embargo, ain cuando no se recupera una
gran parte de la enzima, el método de purificacion fue efectivo, ya que la actividad aumenté 40 veces
después de eluirla de la columna de afinidad, siendo la actividad original del extracto crudo de 60nmol
mg-1min-1. El peso molecular calculado para las enzimas cataliticamente activas PAL1y GST-PAL1 fue
el esperado (300 y 400kDa respectivamente). Esto es una evidencia mas de la naturaleza tetramérica
de la PAL y de que homotetrameros de la enzima son activos. La reaccidn reversa también se estudio y
se demostré que lodas la isoenzimas de la PAL de perejil fueron capaces de formar L-fenilalanina a
partir de t-cindmico y amonio a una velocidad idéntica con respecto a la levadura R. glutinis, utilizada
como referencia, El rendimiento que se obtuvo con este sistema fue de 1 mg de PAL por litro de cuitivo

bacteriano.

Por otra parte, se ha construido un sistema de expresidn bifuncional (Faulkner, 1994) que permite
la expresion de genes heterdlogos en Escherichia coli (TG1 K-12) y Saccharomyces cerevisiae AS33,
consistente en un plasmido que posee, entre otras caracteristicas, un promotor quimérico de levadura
(PPGK::REP2) capaz de promover altos niveles de expresion en ambos organismos, Este sistema ha
demostrado ser eficiente en la expresion del gen de la PAL proveniente de Rhodosporidium toruloides,
como resultado se ha obtenido la acumulacion de la PAL, totalmente activa, en un 9 y 10% del total de
la protelna soluble en S. cerevisiae y E. coli respectivamente, Los niveles de expresion de este sistema
resultaron ser 100 veces mayores al logrado por Orum y Rasmussen, en 1992, al expresar el mismo
gen bajo el control del promotor tac en E. coli (SG1611). La region rica en A+T hacia arriba de la
regién -35 en el promotor PGK::REP2 podria estar actuando como un potenciador transcripcional

adicional (Faulkner et al,,1994),
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H) Aplicaciones potenciales de la fenilalanina amonio ljasa.

Las aplicaciones potenciales de la fenialanina amonio liasa recaen en tres areas: La agricola, la clinica

B

y la tecnologia de alimentos.

Area Agricola.

A diferencia de las otras areas en donde se aplica la PAL, en esta area, el efecto que puede producir la
sobreexpresion o la supresion de la enzima ho depende exclusivamente de la enzima, La interaccion que
se establece con los demas componentes del metabolismo secundario e incluso con otros sistemas son

los que determinan en ultima instancia el efecto.

Una de las aplicaciones mas atractivas que se ha sugerido es la obtencidn de plantas mas resistentes a
los cambios ambientales. Dado que la PAL juega un papel tan importante en el desarrollo, crecimiento
y la respuesta a estrés ambiental, se podria, mediante la sobreexpresion de los compuestos

fenilpropanoides involucrados, obtener variedades mas resistentes.

Actualmente, callos transgénicos provenientes de hojas de tabaco que sobreexpresan la PAL han
desarrollado una mayor produccion de compuestos fenilpropanoides, mismos que en condiciones
normales solo se expresaban en cantidades traza (Bate, 1994). Silogramos establecer, en este tipo de
sistemas, las condiciones que favorezcan la produccion de un metabolito de interés agricola {por
ejemplo, del tipo fitoalexina), la posibilidad de pioducirlo a mayor escala, posiblemente no sea un

evento muy lejano.

Adicionalmente, la importancia que tiene la PAL en el proceso de lignificacion de las plantas, ha llevado
a sugerir la obtencion de drboles y plantas forrajeras transgénicas que posean una baja lignificacion,
debido a la disminucion de la expresion y/o actividad de la PAL, esto con el fin de disminuir los costos

en la produccién del papel y de favorecer su digestion por el ganado, respectivamente (Bate, 1994),

Area clinica,

En el area clinica se ha propuesto el uso de la PAL en el descubrimiento y el monitoreo de niveles
anormales de fenilalanina en sangre en los pacientes fenilcetontricos. Para este propdsito y con el fin

de evitar la interferencia debido a la presencia de tirosina, es indispensable utilizar una enzima
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especifica para L-fenilalanina.  En general la enzima proveniente de dicotiledéneas presenta una
mayor especificidad para L-fenilalanina. La enzima del frijol podria ser un buen candidato para
emplearse en bioensayos, pues alin cuando posee una actividad de 0.6 a 1.3% de TAL (Scott, 1992),
valor de los mds bajos encontrados, la interferencia que puede existir por la presencia de tirosina

podrfa ser minima,

Otro de los posibles usos de la enzima en la clinica es el tratamiento mismo de la fenilcetonuria. La
dieta baja en L-fenilalanina es una practica comun en el tratamiento de fenilcetondricos. Al respecto,
se han logrado obtener alimentos libres o con bajo contenido de fenilalanina a través de procesos que
involucran a la PAL de Sporidiobolus pararoseusy Rhodosporidium toruloides. Sin embargo, ambas
proteinas actian también sobre la tirosina, por lo que posterior al tralamiento es necesatio
restablecer la tirosina perdida, lo gue encarece al producto. Por oiro lado, estudios recientes,
sugieren que una dieta libre en L-fenilalanina podrfa no ser suficiente para evitar los dafios
provocados por la acumulacién de esta, debido a que la recirculacion de "los aminodcidos enddgenos”,
en muchas ocasiones, representa en el intestino un mayor aporle de L-lenilalanina que el proveniente
de la dieta (Chang, 1995). Alternativamente, en 1985 Bourget y Chang elaboraron un biocatalizador,
microehcapsulando a la PAL, para tratar a ratas fenilcetontricas. La aplicacion de este, via oral,
permitio llevar los niveles de fenilalanina a valores muy cercanos a los normales.  Estos
biocatalizadores han probado ser efectivos, en este sistema, al administrarse via parenteral, via oral

0 en hemoperfusiones.

Tecnologia de alimentos,

Debido a que la reaccion catalizada por la PAL se efectia en ambos sentidos, se ha propuesto el uso de la
enzima con el fin de producir L-{enilalanina partiendo de &cido trans-cindmico y amonio. El atractivo
de la PAL en el drea de los alimentos, radica principalmente en que mediante su empleo es posible

obtener especificamente al aminodcido a través de un proceso enzimatico que no requiere de cofactores.
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Produccion de L-fenilalanina v_aspartamo.

El aspartamo (Nutrasweet ;L-w-aspartil-L-fenilalanina metilester) es un edulcorante no calérico
utilizado en alimentos y bebidas. Entre los atributos de este producto estén el ser 200 veces mas dulce
que el azucar, el reforzar saborizantes de frutos y el no contribuir al deterioro dental. Aun cuando se
descubrid en 1965, hasta 1981 se aprobd su uso como edulcorante y en 1983 se permilié se ulilizara
en bebidas carbonatadas. A parlir de entonces su uso se ha extendido a un gran nimero de productos,

tales como, yogurt, gelatinas, cereales, tés, bebidas refrescantes, café instantaneo y dulces.

La demanda mundial de L-fenilalanina para la produccién de aspartamo se ha incrementado de forma
espectacular, de ser 50 toneladas en el ailo 1981 para 1985 aumenté hasta 3000 toneladas (De Boer,

1991).  Este hecho esta relacionado con la autorizacién del uso de aspartamo en bebidas carbonatadas.

En nuestro pais la empresa ENZYMOLOGA lleva a cabo la produccion de aspartamo. El proceso utilizaba
una cepa recombinante de E.coli capaz de producir 30g de L-fenilalanina /litro en un fermentador de
20m3 (Garcia, 1993). Aun cuando la empresa proyectaba, para 1991, tener una capacidad instalada
de 200ton/afio, el aminoacido se dejé de producir ese mismo afio debido a los altos costos de

produccién, elaborando el asparlamo a partir de los aminoacidos importados.

La mayoria de los desarrollos tecnolégicos en los que se aplica la fenilalanina amonio liasa, han
utilizado como modelo la enzima proveniente de la levadura Rhodotorula glutinis. E| logro mas
importante con este organismo ha sido la sobreproduccién de L-fenilalanina mediante la pérdida de la
regulacion pbr producto final de la DAHP sinlasa. Sin embargo se ha reportado que niveles bajos de

cinamato son toxicos para la levadura (Fiske, 1984).

Produccién de L-Phe-OMe precursor en la sintesis de aspartamo.

Los investigaciones de Godwin et al (1994), introducen a la PAL en un nuevo campo de estudio, la
biocatdlisis en medios organicos. Ellos, propusieron un método directo para la bioconversién del t-
cinamil-metil-ester en L-fenilalanina-metil-ester (precursor del aspartamo) mediado por la PAL de
Rhodotorula glutinis. En este reporte se utiliza por primera ocasién la enzima en un sistema bifasico
(heptano:buffer Tris-Sulfato 0.1M pH 9.0, en una relacion 2:1), con objeto de solubilizar al

substralo logrando un 70% de conversion,

De este ensayo sobresale el hecho de que la PAL retiene apreciablemente su actividad en solventes

organicos.,
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1) Perspectivas.

La mutagénesis sobre los sitios de regulacion podria aumentar la actividad especifica de la enzima, Se
sabe que el acido p-coumarico es un fuerte inhibidor, si se lograra mutagenizar el sitio de su union a

la enzima podrian mejorarse las caracteristicas de la PAL.

En algunos procesos la actividad de PAL es indeseable, por ejemplo en la elaboracion de quesos por
Penicillum roquefortii, altos niveles de expresion de la PAL modifican las propiedades organolépticas

del producto, esto se podria eliminar o reducir introduciendo un DNA antisentido.

Existe una gran necesidad de conocer més acerca de la estructura, la regulacion, la actividad y las
modificaciones post traduccionales de la PAL con objeto de entender como se controlan las rutas del
metabolismo secundario y asi obtener enzimas con mejores caracteristicas para su aplicacion
industrial, La ingenieria de proteinas y la ingenieria de rutas metabdlicas en los préximos afios

proporcionaran enzimas y cepas con mejores caracteristicas para su explotacion a nivel industrial,
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LA FENILALANINA AMONIO LIASA EN EL FRIJOL.

En el afio de 1976 ya se habla relacionado la fluctuacién en los niveles de la PAL en el frijol con el
aumento de faseolina (fitoalexina del tipo fenilpropanoide). Este hecho se bas en la observacion de la
induccion tanto de faseolina como de la PAL debida al alaque por Colletotrichum lindemuthianum
(patdgeno del frijol); a la presencia de auxinas y citocinas; RNAsas (sometidas a allas temperaturas)
y algunas sales de metales pesados (Dixon,1976; Lamb, 1978). Por otro lado, existian informes en
los que se observaba también que la biosintesis de flavonoides en leguminosas se conducia con mayor
proporcidn hacla isoflavonoides tipo fitoalexinas (Cumestrol, faseoclina, keivitona y genisteina). Sin
embargo, era posible distinguir una expresion diferencial de fitoalexinas, por ejemplo, la induccién de
keivitona era mayor en coliledones y de faseolina en hipocotilos (Whitehead, 1982; Dixon, 1983). La
enzima que inicia la sintesis de los flavonoides es la chalcona sintasa que se induce coordinadamente
junto con la PAL y la chalcona isomerasa en: a) hipocotilos inducidos por daflo mecénico, b) cultivos
celulares inducidos con inductor fungico, ¢) hipocotilos inducidos con esporas de hongos virulentos y
avirulentos y d) hojas infectadas con bacterias patdgenas (Camas, 1993; Liang, 1989; Edwards,
1985). Adicionalmente, los flavonoides pueden ser reguladores naturales del transporte de auxinas
polares (Jacobs, 1988),

Los resultados sefalados anteriormente contribuyeron para generar la hipdtesis de que la PAL era un
elemento clave en la biosintesis de los compuestos fenilpropanoides en las plantas superiores y que
intervenfa tanto en su morfogénesis como en la defensa de éstas. En cuanto al desarrollo de la planta,
Holst (1989) encontrd que la composicion de la pared celular en hipocotilos etiolados variaba su
contenido de lignina pero no asf el de celulosa reforzando con esto la hipdtesis generada afos alrés.
Ademas, anteriormente ya se habla demostrado que intermediarios de la via fenilpropanoide (acido -
cinamico, el acido p-coumarico y el acido fertlico) evitaban la induccion de la PAL (Dixon, 1980).

En la actualidad, la posibilidad de clonar genes en especies heterdlogas ha permitido generar plantas de
tabaco {ransgénicas en las que se expresa el gen de la PAL2 de frijol, en estas transgénicas la
expresion de PAL2 causa una supresion en la actividad de la PAL y una reduccién en la acumulacion de
fenilpropanoides que es revertida gradualmente en las siguientes generaciones homocigotas para el
transgen PAL2. Este hecho a permitido el contar con plantas que expresan un amplio rango de
actividades de la PAL que han servido para confirmar que la expresion de esta enzima, es un paso
critico en la sintesis de {enilpropanoides y que estos (llimos contribuyen en la defensa de la planta
(Maher, 1994),
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LA FENILALANINA AMONIO LIASA EN EL FRIJOL.

En el afio de 1976 ya se habia relacionado la fluctuacion en los niveles de la PAL en el frijol con el
aumento de faseolina (fitoalexina del tipo fenilpropanoide). Este hecho se basé en la observacién de la
induccion tanto de faseolina como de la PAL debida al ataque por Colletotrichum lindemuthianum
(patégeno del frijol); a la presencia de auxinas y citocinas; RNAsas (sometidas a allas temperaturas)
y algunas sales de metales pesados (Dixon,1976; Lamb, 1978). Por otro lado, existian informes en
los que se observaba también que la biosintesis de flavonoides en leguminosas se conducla con mayor
proporcién hacia isoflavonoides tipo fitoalexinas (Cumestrol, faseolina, kelvitona y genisteina), Sin
embargo, era posible distinguir una expresién diferencial de fitoalexinas, por ejemplo, la induccion de
keivitona era mayor en cotiledones y de faseolina en hipocotilos (Whitehead, 1982; Dixon, 1983). La
enzima que inicia la sintesis de los flavonoides es la chalcona sintasa que se induce coordinadamente
junto con la PAL y la chalcona isomerasa en: a) hipocotilos inducidos por dafio mecanico, b) cultivos
celulares inducidos con inductor fingico, ¢) hipocotilos inducidos con esporas de hongos virulentos y
avirulentos y d) hojas infectadas con bacterias patégenas (Camas, 1993; Liang, 1989; Edwards,
1985), Adicionalmente, los flavonoides pueden ser reguladores naturales del transporte de auxinas
polares (Jacobs, 1988).

Los resuitados sefialados anteriormente contribuyeron para generar la hipétesis de que la PAL era un
elemento clave en la biosintesis de los compuestos fenilpropanoides en las plantas superiores y que
intervenfa tanto en su morfogénesis como en la defensa de éstas, En cuanto al desarrollo de la planta,
Holst (1989) encontré que la composicion de la pared celular en hipocotilos etiolados variaba su
contenido de lignina pero no asf el de celulosa reforzando con esto la hipdtesis generada afios alras.
Ademas, anhteriormente ya se habfa demostrado que intermediarios de la via fenilpropanoide (acido t-
cindmico, el dcido p-coumaérico y el dacido ferdlico) evitaban la induccion de la PAL (Dixon, 1980).
En la actualidad, la posibilidad de clonar genes en especies heterélogas ha permitido generar planias de
tabaco transgénicas en las que se expresa el gen de la PAL2 de frijol, en estas transgénicas la
expresion de PAL2 causa una supresion en la actividad de la PAL y una reduccion en la acumulacién de
fenilpropanoides que es reverlida gradualmente en las siguientes generaciones homocigotas para el
transgen PAL2, Este hecho a permitido el contar con plantas que expresan un amplio rango de
actividades de la PAL que han servido para confirmar que la expresion de esta enzima, es uh paso
critico en la sintesis de fenilpropanoides y que estos ultimos contribuyen en la defensa de la planta
(Maher, 1994),
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Antecedentes

Edwards (1985) utilizando cultivos de células en suspension tratadas con inductor flngico y mediante
ensayos tipo northern blot, siguid el curso de la induccion de mensajeros de la PAL del frijol. La
conclusion del trabajo fue que existia una correspondencia directa entre los tiempos de induccion y los
niveles de mensajeros de la PAL. Paralelamente, Bolwell (1985) lograba diferenciar cuatro
isoformas de la PAL en el mismo sistema (cullivos de células en suspension tratadas con inductor
fungico). Las cuatro isoformas posefan un peso molecular de 77kDa pero diferian en su punto
isoeléctrico (pl), hecho que llevé a identificarlas. El comportamiento cinético seguido por las formas
individuales fue del tipo de Michaelis-Menten. En la Tabla 3 se incluyen los valores de Km vy la
actividad especifica encontrada para cada una de las isoformas. Es de llamar la atencidn que las
especles mds &cidas presentan una menor afinidad por la L-fenilalanina y que, al parecer, el
tratamiento con inductor fungico, en células de frijol en suspension, favorece la expresion de las
especies con pl de 5.2y 4.85. Ensayos inmunoldgicos evidencian la inestabilidad de las subunidades de
la PAL de 77kDa y muestran la degradacion de la proteina a productos de 70, 53 y 46kDa (Bolwell et
al., 1985b).

Posteriormente, Liang (1989) exploré ampliamente la regulacién de los genes de la PAL en el frijol
bajo diferentes condiciones de estrés ambiental y durante el desarrollo normal de la planta. El estudio
se efectud mediante ensayos de proteccion al ataque de RNAsa por sondas especificas para cada una de
las familias de genes de la PAL. Entre los resultados sobresalientes en este trabajo se encontré que la
maxima induccion de la PAL fue provocada por el dafio mecénico a hipocotilos, representando el total
del transcrito de la PAL cerca deing/ug del RNA celular, correspondiendo hasta 450pg de éste a la
PAL2, La expresion de la PAL2 (en diferentes tejidos) sugiere su importancia en la sintesis de lignina
y de pigmentos, Por ofra parte, se encontré que la PAL3 no se expresa méas que en raiz durante el
desarrollo normal de la planta. Por altimo, se concluyd que la PAL2 correspondia con la especie més
acida, la PAL3 con la méas bésica y por ende la PAL1 con la intermedia, La tabla 4 resume los

resultados obtenidos por Liang.




Isoforma Km Actividad especifica

-1 41

mM mmol min™ mg"

0.077 0.148
0.122 0.316

0.302 0.340

actividad especfiica se evalud después del cuarto paso de purificacion (2°cromatoenfoque)

a

b .

c . 0.256 0.182
d

La

Adaptado de Bolwell, 1985

Tabla 3. Caracteristicas de las isoformas de 77kDa encontradas en cultivos de células
de frijol en suspension,
Km para la L-fenilalanina



Fuente

Raiz

Brotes
Hojas
Sepalos
Pétalos

Dafio mecdnico
a hipocotilos

Infeccidn de
hipocotilos
por hongos (C. 1)

Cultivo de células
en suspension
tratadas (pC.1)

Iluminacién de
hipocotilos
etiolados

Tabla 4. Expresi6on diferencial de la fenilalanina amonio liasa en el
frijol durante el desarrollo y como respuesta a diferentes factores
ambientales. ' '

(niveles de transcrito)

Codigo: + expresién débil (<15pg/ug RNA total); ++ expresién media (20-
100pg/ug RNA total); +++ expresion alta (250-550pg/ug RNA total); - no
hay expresién; (.1, Colletotrichum lindemuthianum (razas compatibles e
incompatibles); pC.l, paredes celulares de Colletotrichum lindemuthianum.
Adaptado de Liang, 1989.
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Esfructura vy organlzacién genética de la PAL del frijol.

La PAL en el frijol esta codiflicada por una pequefa familia de genes divergentes no agrupados. Se han
reportado tres clases de genes, denominados gPAL1 (clase 1), gPAL2 (clase 1l) y gPALS3 (clase Ii),
cada uno de ellas conteniendo formas poliméificas. La secuencia nucleotidica de gPAL1 y gPALS ha sido
totaimente establecida observandose que, al igual que en la mayoria de las plantas superiores, estén
interrumpidos por un intrén, en este caso localizado en el codén correspondiente al aminogcido 130
(una arginina ampliamente conservada). El gen gPAL2 presenla un marco de lectura abierlo que
codifica para 712 aminoacidos (77 849Da de peso molecular) y su intrdn tiene una extensién de 1720
pares de bases; mientras que, el polipéptido codificado por gPAL3 es de 710 aminoacidos (77 364 Da
de peso molecular) y su intrén de 447 pares de bases. Existe un 72% de identidad entre los
polipéptidos producto de gPAL2 y gPAL3. Resulta interesante que el extremo 5° del segundo exén estd
bastante conservado (74% de idenlidad), por lo que se piensa que en esla region se encuentran
residuos importantes para el silio activo de la proteina; de hecho, la serina que da origen a la
dehidroalanina pertenece a esta regién. El primer exon esta menos conservado presentando un 59% de
identidad entre gPAL2 y gPAL3; se considera que aqui esta codificada la secuencia que parlicipa en la
regulacion de la actividad enzimatica. Los intrones de gPAL2 y de gPALS son ricos en AT y difieren en
famafio. Con respeclo a gPAL1 actuaimente se conoce parcialmente su secuencla nucleotidica, sin

embargo existe un 90% de similitud a nivel de aminodcidos con la regién correspondiente a gPAL2,

Se ha determinado que en el genoma de Phaseolus vulgaris hay varias copias de los genes gPAL1y
gPAL3 (Cramer, 1989). Mediante ensayos tipo northern blot se ha enconlrado que la PAL en el frijol

es sinletizada a partir de un mRNA monacistrénico de 2.5 kb de longitud (Edwards, 1985).

Aun cuando casi todas las investigaciones efectuadas con frijol consideran que la PAL tiene un peso
molecular aproximado de 310kDa se ha aislado de hoja, a homogeneidad electroforética, una proteina
de aproximadamenie 330kDa (Da Cunha, 1988). Dicha proteina esld constituida por cualro
subunidades idénticas de 83kDa y un pl de 4.2; el pH dptimo de la enzima activa es de 8.8 a 8.2 y su
constante cinética Km, de 1.25mM para la L-fenilalanina,  En el trabajo de Da Cunha, se enconlrd que
la sintesis de novo de la enzima (de 330kDa ) se induce debido a la infeccion por Colletotrichum
lindemuthianum, un hongo patogeno, y que esla relacionada con la biosintesis de faseolina. La actividad
especifica de la PAL encontrada en los exiractos de hojas inducidas fue de 0.138 pmol min-' mg-! que,

después de 4 pasos de purificacion (23.8 veces), logré alcanzar 3.26umol min-* mg-1, Al almacenar
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Estructura y organizacién_genética de la_PAL del frijol.

La PAL en el frijol esta codificada por una pequeha familia de genes divergentes no agrupados. Se han
reportado tres clases de genes, denominados gPAL1 (clase 1), gPAL2 (clase 1) y gPAL3 (clase ill),
cada uno de ellas conteniendo formas polimodrficas, La secuencia nucleotidica de gRPAL1 y gPAL3 ha sido
totalmente establecida observandose que, al igual que en la mayoria de las plantas superiores, estan
interrumpidos por un intron, en este caso localizado en el coddn correspondiente al aminoacido 130
(una arginina ampliamente conservada). El gen gPAL2 presenta un marco de lectura abierto que
codifica para 712 aminoécidos (77 849Da de peso molecular) y su intrén tiene una extension de 1720
pares de bases; mientras que, el polipéptido codificado por gPAL3 es de 710 aminoéacidos (77 364 Da
de peso molecular) y su intron de 447 pares de bases. Existe un 72% de identidad entre los
polipéptidos producto de gPAL2 y gPAL3. Resulta interesante que el extremo 5° del segundo exon esté
bastante conservado (74% de identidad), por lo que se piensa que en esta region se encuentran
residuos importantes para el sitio activo de la proteina; de hecho, la serina que da origen a la
dehidroalanina pertenece a esta region. E| primer exon esta menos conservado presentando un 59% de
identidad entre gPAL2 y gPAL3; se considera que aqui esta codificada la secuencia que participa en la
regulacion de la aclividad enzimética. Los intrones de gPAL2 y de gPAL3 son ricos en AT y difieren en
tamafio. Con respecto a gPAL1 actualmente se conoce parcialmente su secuencia nucleotidica, sin

embargo existe un 90% de similitud a nivel de aminoacidos con la regidn correspondiente a gPAL2.

Se ha determinado que en el genoma de Phaseolus vulgaris hay varias copias de los genes gPAL1 y
gPAL3 (Cramer, 1989). Mediante ensayos lipo northern blot se ha encontrado que la PAL en el frijol
es sintetizada a partir de un mRNA monocistrénico de 2.5 kb de longitud (Edwards, 1985).

Aln cuando casi lodas las investigaciones efectuadas con frijol consideran que la PAL tiene un peso
molecular aproximado de 310kDa se ha aislado de hoja, a homogeneidad electioforética, una proteina
de aproximadamente 330kDa (Da Cunha, 1988). Dicha proteina estd constituida por cuatro
subunidades idénticas de 83kDa y un pl de 4.2; el pH dptimo de la enzima activa es de 8.8 a 8.2 y su
constante cinética Km, de 1.25mM para la L-fenilalanina.  En el trabajo de Da Cunha, se encontrd que
la sintesis de novo de la enzima (de 330kDa ) se induce debido a la infeccion por Colletotrichum
lindemuthianum, un hongo patogeno, y que esta relacionada con la biosintesis de faseolina. La actividad
especlfica de la PAL encontrada en los extractos de hojas inducidas fue de 0,138 jpmol min*! mg*! que,

después de 4 pasos de purilicacion (23.8 veces), logré alcanzar 3.26umol min-1 mg*1, Al almacenar
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la enzima a 4°C se observé que habia pérdida de actividad, lo que se asocié a la formacién de monémeros
y dimeros; para proleger a la enzima se adiciond albimina al 1% (p/v) (Da Cunha, 1988),
Anteriormente, Bolwell (1986) habia encontrado que la disminucion de la aclividad estaba ascciada a
la pérdida o modificacion de la dehidroalanina en el sitio activo. En 1991, Bolwell y Rodgers
ratificaron la existencia de la enzima de 330kDa, ellos encontraron la subunidad de 83kDa en cullivos
de células en suspensidn y propusieron que probablemente esla forma de la enzima sea constituliva y
esté involucrada en la mayoria de los tipos celulares en la acumulacion de bajos niveles de compuestos
fendlicos . La proteina de 83kDa., aislada por Bolwell, a diferencia de |a reportada anteriormente, esta
asociada a glicdsidos y tiene un Km de 0.433 mM y un pl de 4,5-4.6 . Por dltimo, se concluyd que esle

polipéptido debe ser un transcrito directo de un gen que alin no ha sido mapeado.

Se cree que las subunidades de la PAL pueden presentar modificaciones post transcripcionales, esto
debido a que se han observado al menos 11 isoformas al efectuar estudios in vivo por medio de marcaje
radioactivo (Bolwell, 1985},

Estudios efectuados con el promotor de aPAL2 del frijol.

Mediante la obtencién de plantas transgénicas, utilizando fusiones del promotor de gPAL2 con el gen
reportero GUS (gPAL2-GUS), se han ampliado los estudios de la expresion de la fenilalanina amonio
liasa en la planta y se ha profundizado en el conocimiento de los promotores de ésta. Como resultados
de estas investigaciones podemos mencionar qué en plantas transgénicas de tabaco, fusiones de gPAL2-
GUS son actlivas en: a) pélalos, en las células de la corola; b) xilema, en los rayos de células que
forman el parénquima; c) tejido dafiado, en la capa de células adyacentes a la region dahada y d) en
tejido apical, en células jovenes del xilema. Estas lltimas observaciones indican que la activacion
transcripcional del gen para la PAL2 es, en algunos casos, un evento temprano en el desarrollo del
tejido vascular en el inicio de la diferenciacién del xilema (Bevan, 1989 ; Leyva, 1992). Sin
embargo la delecion en el promotor de gPAL2 de elementos importantes para la expresion en xilema, '
no afecta la expresion tejido especifica del promotor en pétalos o en primordios y nodos de hoja. Esto
es un indicativo de la organizacion modular del promotor gPAL2 (Leyva, 1992). Por otro lado, el
promotor de gPAL2 posee una gran actividad en zonas de proliferacion celular, la expresion en células
jévenes podria estar relacionada a la generacién de sefiales durante el desarrollo; esto explicaria lés

observaciones hechas en el sentido de que una expresién inapropiada de la PAL2 en plantas
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transgénicas de tabaco, puede causar un desarrollo anormal de la planta (Elkind, 1990). La expresion
de la PAL2 causa la supresion de la actividad de la PAL y reduce marcadamente la acumulacion de
fenilpropanoides, a este proceso se le a llamado cosupresion (Elkind, 1990).

Recientemente Bate et al. (1994) demostraron que la actividad de la PAL es el punto de mayor control
en la via de biosintesis de los fenilpropanoides, ya que en plantas transgénicas de tabaco que expresan
diferentes niveles de PAL se encontrd que existe una relacién directa enlre estos y la acumulacion de
fenilpropanoides. Aparentemente, el promotor de gPAL2 es capaz de traducir sefiales durante el
desarrollo de la planta y bajo un grupo complejo de cambios ambientales en un programa de expresion,
integrado espacial y temporalmente, que regula la sintesis de una gran variedad de compuestos

naturales,
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Justificacion

Algunos de los problemas que se han enfrentado al trabajar con la PAL son su baja actividad, su baja

estabilidad y su amplio rango de substratos,

En estudios previos efectuados, por Monje t‘en 1995, con la PAL de Sporidiobolus pararoseus NRRL Y-
5484 se encontrd que la enzima de este organismo es poco estable y que ademas de actuar sobre la L-
fenilalanina es capaz de desaminar a la L-tirosina,  En esta investigacion se logrd estabilizar a la
enzima utilizando glicerol al 20% como agente estabilizante durante y después de los procesos de
purificacion. La PAL de Sporidiobolus pararoseus se inmovilizd por enlace covalerite encontrandose
que el Spherosil (sflica porosa) funciond como mejor soporte , presentando una vida media de 20 dfas

y una actividad especifica de 2.3 U/g soporte,

Paralelamente, buscando una enzima que actuara Unicamente sobre la L-fenilalanina, que fuera mas
estable y tuviera una mayor actividad especifica y contando con los siguientes antecedentes: a) la PAL
en las dicotileddneas estd reportada como la mas especlfica, es decir reconoce como substrato
tnicamente a la L-fenilalanina; b) en el frijol la PAL presenta isoformas con diferentes Km. (desde
0.077 hasta 0.302 mM) (Bolwell et al,, 1985); c) la actividad especifica (3.26 U mg*1 de proteina)
lograda con la PAL del frijol después de 4 pasos de purificacion es alta (Da Cunha, 1988); d) existe la
posibilidad de ensamblar homotetrameros activos en E.col, incluso, con mayor actividad especifica que
la expresada en las células inducidas (Schulz, 1989),

Por tales razones, fue que nos propusimos el obtener un gen de la PAL de frijol para sobreexpresarlo
en E. coli, pensando que de esta manera lograriamos obtener una enzima especifica para L-fenilalanina
con mayor aclividad que la lograda hasta entonces con la enzima de S. pararoseus (0.720 U mg'! de

proteina) con la que se ha trabajado,
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Objetivos

El objetivo global de nuestra investigacién consiste en obtener una cepa de Escherichia coli que
sobreexprese la enzima fenilalanina amonio liasa proveniente del frijol (Phaseolus vulgaris var negro

jamapa). Para ello nos propusimos como objetivo inicial el:

Obtener un gen de la fenilalanina amanlo liasa de
Phaseolus vulgaris var negro [amapa

Como objetivos especificos contemplamos los siguientes:

1) Buscar los genes que codifican para la fenilalanina amonio liasa en una
biblioteca de expresién obtenida a partir de mRNA proveniente de
nddulos de 15 dias de edad de P. vulgaris inoculada con Rhizobium
phaseoli CNPAF512

Para ello se seguirdn dos estrateglas: la primera
consistird en hacer la biisqueda utilizando como detector
anticuerpos antiPAL obtenidos contra la enzima de
Rhodotorula glutinis, En la segunda se utilizard como
detector una sonda de DNA especifica para la PAL.

2) Obtener el gen a través de la amplificacion directa del gen utilizando
como molde al DNA gendmico o al RNA total,

Mediante el analisis de las secuencias de la PAL
depositadas en el GENEBANK y las secuencias reportadas
de frijol, se seleccionara un par de oligonucledtidos que
permitirdn amplificar el gen completo de la PAL,
utilizande como molde al DNA gendmico 6 al RNA
proveniente de {ejido inducido.

3) Obtener el gen a partir de la fusion de los exones de PAL,

Mediante el anélisis de las secuencias de PAL reporiadas
de frijol, se seleccionardn dos pares de oligonucleétidos
que nos permitirdn amplificar los exones de la PAL por
separado utilizando como molde al DNA gendmico.
Posteriormente se efectuard la fusion de ellos mediante

una reaccién de extension-amplificacion con PCR,
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Material y métodos

1. MATERIAL BIOLOGICO

1.1. Material vegetal
La especie vegetal empleada en el presente trabajo fue Phaseolus vulgaris var negro jamapa,

leguminosa originaria de Mesoameérica cominmente conocida como frijol negro.

Las semillas de frijol se desinfectaron superficialmente con una solucion de hipoclorito de sodio
comercial diluido al 10% durante 10 min. Después, con el fin de eliminar los restos de hipoclorito, se
enjuagaron ires veces con agua destilada estéril. Posteriormente, las semillas se colocaron, en
charolas previamente esterilizadas, sobre dos capas de papel absorbente humedecido con agua destilada.
Finalmente, las charolas se cubrieron con papel aluminio para evitar la pérdida de la humedad y se
mantuvieron en la obscuridad durante 7-9 dias a 26°C.

La desinfeccidn de las semillas y la preparacion de las cdmaras de germinacion se llevé a cabo en una

campana de flujo laminar para evitar contaminaciones.

1.2. Cepas bacterianas, pldsmidos v bacteriéfagos

Las cepas de Escherichia coli, los plasmidos y los bacteriéfagos utilizados en este trabajo se
encuentran enlistados, junto con sus caracteristicas relevantes, en el Cuadro1,

Las cepas bacterianas se conservaron en placas de agar-LB a 4°C y se resembraron cada mes. Para
evitar la pérdida de caracteristicas genéticas por sucesivas resiembras, cultivos liquidos microbianos

en fase logaritmica de crecimiento se guardaron a -20°C en 50% (v/v) de glicerol.

1.2,1_Crecimiento Bacleriano

Los cultivos bacterianos se obtuvieron a partir de una colonia de la cepa de interés crecida en cajas de
petri sobre un medio apropiado adicionado de antibidtico. Estos se crecieron durante toda la noche a
37°C en agitacion a 300rpm, Cuando fue necesario los cultivos se ajustaron a una determinada

densidad dptica a 600nm.

1.3. Banco de expresién

La Bibiioteca de expresion se construyd en el vector AZAP y fue elaborada por Stratagene. El cDNA se
obtuvo a partir de mRNA de nddulos de frijol de 15 dias de edad. Para su elaboracion se utilizé como
iniciador oligo dT. Los insertos que la componen son mayores de 400 pb y fueron clonados entre EcoR1

y Xhot. El thulo estimado del banco al amplificarlo fue de 6.4 x 10%ufp/ml.
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Se utilizd la cepa XL1-Blue MRF' para amplificar el banco y hacer las blsquedas en la biblioteca, asf

coimo para la seleccion de las clonas recormbinantes (colonias blancas al crecer en placas de agar-LB

con IPTG y X-gal).

DH5a

CEPA O | PROVEEDOR PROPIEDADES RELEVANTES
PLASMIDO
Escherichia coli ] GibcoBRL supresora

Escherichia coli
XL1-Blue

Stratagene

supresora, recA-, resistente a tetraciclina

pKS Bluescript

ExAssistTM

Stratagene

Escherichia coli | Stratagene supresora, recA-, resistente a tetraciclina
XL1-BlueMRF'
Escherichia coli | Stratagene no supresora, resistente a kanamicina
SOLR
fagémido de 2961 pb derivado de pUC19. Posee una
porcién de /acZ que permite la seleccion por «a
Plasmido complementacion. SK y KS indica que la transcripcion de
pSK Bluescript y | Stratagene lacZ va desde Sacl a Kpnl 6 de Kpnl a Sacl

respectivamente. Como origen de replicacion tiene a
ColE1. Posee MCS (Sitio de clonacion multiple)
franqueado por promotores de: T3 y T7. Posee un gen de
resistencia a ampicilina.

Bacteriéfago que posee una mutacién ambar que evita su
replicacion en cepas de E. coli no supresoras, como es el
caso de la cepa SOLR, lo cual facilita que se lleve a cabo la
escision del plasmido pBluescript del bacteridfago AZAP.

Cuadrot. Propiedades relevantes de las cepas de Escherichia coliy los plasmidos utilizados en el

presente trabajo.

2, REACTIVOS Y MEDIOS DE CULTIVO

2.1 Reactivos,

Todos los reactivos utilizados en este trabajo fueron grado analitico.

3
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Material y métodos

2.2. Medios de Cultivo,

Los medios de cultivo usados en este trabajo se prepararon de acuerdo a Sambrook (1989),

2.2.1. Medio LB (Luria-Bertani).

Se utilizo para el crecimiento de las cepas de Escherichia coli. Su composicion fue la siguiente: 1.0%
Bacto triptona, 1.0% NaCl y 0.5% extracto de levadura, Se ajusté el pH del medio a 7.2-7.6 y se

esterilizéd a 117°C durante 20 min. Cuando se utilizd en forma sélida se le adiciond agar al 1.5%,
3. METODOLOGIA EMPLEADA

3.1, Obtencion de los hipocotilos.

Los hipocotilos se obtuvieron a partir de plantulas de 9 dias de edad, cortandolos a 10mm de la base y a
20mm de los cotiledones. Se desinfectaron superficialmente con hipoc[orito de sodio comercial diluido
al 10% y se enjuagaron, en forma abundante, con agua destilada estéril. Los hipocolilos se cortaron en
secclones de 5 a 10mm y se mantuvieron en buffer de 50mM Tris-HCI pH 8.5 y en obscuridad. Si el
tejido no se utilizé inmediatamente, se lavé con agua destilada estéril, se sec sobre un papel filtro y

se congeld con nitrégeno liquido para almacenarse a -70°C hasta ser requerido.

3.2. Induccion de la PAL con luz ultravioleta,

Se utilizé una lampara Westinghouse 782H-30 de luz UV de onda corta (254nm) que proporciono una
intensidad de 73pwatts/cm3, Cinco gramos de tejido (hipocotilo) se colocaron sobre cajas de petri y se
sometieron al tratamiento de irradiacién con luz ultravioleta por tres horas. Después de ese tiempo se
tomaron muestras alas 4.5 y 6 horas (tiempo de induccion de PAL). . El tejido inducido se guardé a
-70°C hasta su uso para la obtencién de RNA mensajero y para el estudio de la actividad de PAL.

3.3, Obtencion de DNA y BNA de Phaseolus vulgaris var negro jamapa.
3.3.1.Cbtencidn de BNA enriquecido en mRNA de la PAL.

La extraccién del RNA se efectud utilizando butfer 26 (8M Tiocianato de guanidina, 20mM MES, 20mi-
EDTA , 50mM Bmercaptoetanol ajustado a un pH de 7). El tejido inducido se congeld con nitrdgeno

liquido y se molié en presencia de bulfer de extraccion. Se realizaron dos extracciones con fenol-

cloroformo (24:1). La fase acuosa se precipilé con Isopropanol, se lavo y resuépendié en buffer TE, Se
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volvié a precipitar con cloruro de sodio, con urea-cloruro de litio y con acetato de potasio. Finalmente

el RNA se resuspendio en agua estéril a una concentracion de 1mg/ml.

3.3.2 Obiencion de DNA de Phaseolus vulgaris var negro jamapa.

El método seleccionado para la obtenciéon de DNA fue una modificacién del descrito por Saghai-Maroof
en 19841, Trecientos mg de hojas de P. vulgaris congeladas en nitrégeno liquido se pulverizaron en un
mortero, se pasaron a un tubo y se homogenizaron en 7.5ml de buffer CTAB. Posleriormente, se
incubaron a 65°C por 20 min y se centrifugaron a 3024xg durante 10 min. Después de esto, al
sobrenadante se le efectud una extraccién con una mezcla de cloroformo-alcohol isoamilico(1:1), se
adicionaron 0.7 volumenes de isopropanol y después de 5 min, se centrifugd a 756xg durantei0 min,
E! precipitado se disolvio en 400p! de 1M CsCl, se transfirié a un tubo eppendorf y se adicionaron
800 pl de 96% etanol, se centrifugé a 5927xg durante 10 min y el precipitado se disolvié en 250!
de TE-RNAsa, se adicionaron 60pl de 5M NaCl, se efectud una extraccion con fenol-cloroformo y se
precipité con etanol. El precipitado resultante se lavd con 70% elanol, se secé y finalmente se disolvié
en 250p! de TE. Las centrifugaciones se efectuaron en una centrifuga Beckman, modelo JS-HS,

utilizando un rotor JA20.

3.4, Preparacion del extracto crudo de_hipocotilos de frijol.

Cinco gramos de hipocotilos de Phaseolus vulgaris inducidos con luz UV y congelados en nitrégeno
liquido se homogenizaron con dos volimenes de buffer de extraccién [50mM Tris-HCI pH 8.5,
conteniendo 14mM de Bmercaptoetanol y 6% PVPP (p/v)] mediante el uso de un homogenizador
Sorvall (USA, modelo Omnimixer 17106) en bafio de hielo. La extraccion se realizo a velocidad
méxima durante 7 perfodos de 30 segundos con intervalos de 30 segundos entre si, El homogenado se

filtré a través de dos capas de gasa y se centrifugd a 10000xg durante 10 min a 4°C,

3.5. Determinacién de la concentracion de proleinas.
Se siguié el método descrito por Bradford (1976), basado en la union del azul brillante de Coomassie

G-250 a las proteinas. Como patrén se ulilizé seroalbimina bovina.

1Saghai-Maroof. 1984,PNAS 81:8014-8018.
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3.6. Obtencion de una sonda especifica para la PAL v obtencidn del gen de fa PAL.

La obtencion de una sonda especifica para la deleccion de secuencias de PAL se efectué por la

amplificacion de un fragmento del gen mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

3.6.1.Disefo de oligonucledtidos

El disefio de los oligonucledtidos, que nos ayudo a la obtencion de las sondas especificas de PAL de P.
vulgaris , se hizo a pariir de las secuencias de PAL reportadas de este organismo y con ayuda de los
programas oligos 4 y Geneworks 2.4. Inicialmente, se seleccionaron 15 pares de oligonucleétidos de
los cuales, algunos permiten la amplificacion de regiones especificas para cada uno de los genes, otros
que permiten fa amplificacion de una regidn intermedia menos conservada y por Ultimo otros que
permiten la amplificacion del gen completo.

Se decidid, en primera instancia, probar el par de oligonucledtidos que amplificarfan al gen completo y
que se encontraban flanqueando al gen. Posteriormente se utilizaron, junto con los primeros, otros dos
oligonucledtidos cuyas secuencias correspondieron a las colindantes con el intrén; el uso de estos

oligonucledtidos nos permitieron la amplificacion de los exones por separado. La figura 4 muestra la
localizacion de los oligonucledtidos en el gen PAL2,

Los oligonucledtidos seleccionados fueron sintetizados en la Unidad de Sintesis de Macromoléculas del
Instituto de Biotecnologia/UNAM y se describen a continuacion,

Tm (°C)
oligoPal48
5'GCGGATOCTCATTTAAATCTGCTTCOCCACTCAC 3° 66.93
... BamH1
oligoPal463
5'CCGCGGAACGTCTTCCICGAATAGTOCAAAACTTAS 68.98
traslape con Pal380
Tm (°C)
oligoPal380
5 AGCTTATCAGGTITTTGAATGCTGGGATATTTGGCAY 65.56
{ranslape con Pal463
oligoPal2215
5'CCACGAGGAGAAGGTTAMCAATCAACTTAAGESETY 64.52

EcoRR1
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3.6. Oblencion de una sonda especifica para la PAL y obtencion del gen de la PAL.

La oblencién de una sonda especifica para la deteccion de secuencias de PAL se efectud por la

amplificacién de un fragmento del gen mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

3.6.1.Disefio de oligonucledtidos

El disefio de los oligonucledtidos, que nos ayudéd a la obtencion de las sondas especificas de PAL de P.
vulgaris , se hizo a partir de las secuencias de PAL reportadas de este organismo y con ayuda de los
programas oligos 4 y Geneworks 2.4. Inicialmente, se seleccionaron 15 pares de oligonucleétidos de
los cuales, algunos permiten la amplificacion de regiones especificas para cada uno de los genes, otros
que permiten la amplificacion de una region intenmedia menos conservada y por (ltimo otros que
permiten ta amplificacion del gen completo.

Se decidid, en primera instancia, probar el par de oligonucledtidos que amplificarfan al gen completo y
que se encontraban flanqueando al gen. Posteriormente se utilizaron, junto con los primeros, otros dos
oligonucledtidos cuyas secuenclas correspondieron a las colindantes con el intrén; el uso de estos
oligonucledtidos nos permitieron la amplificacién de los exones por separado. La figura 4 muestra la

localizacidn de los oligonucledtidos en el gen PAL2.

Los oligonucledtidos seleccionados fueron sintetizados en la Unidad de Sintesis de Macromoléculas del

Instituto de Biotechologia/UNAM y se describen a continuacion.

Tm (°C)
oligoPal48
5'GOGGATCCTCATTTAAATCTGCTICCCCACTCAC 37 66.93
... BamH1
oligoPal463
5'CCGCGCAACGTCTTCCTCGAATAGTOCAAAAACTTAS' 68.98
traslape con Pal380
Tm (°C)
oligoPal380
5 AGCTTATCAGGTTTTIGAATGCTGGGATATTTGGCAS’ 65.56
translape con Pal463
oligoPal2215
5'CCACGAGGAGAAGGTTAAACAATCAACTTAAGCGY 64.52

EcoR1
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ESTRATEGIA DE AMPLIFICACION
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Figura 4. Esquema de la localizacién de los oligonucleétidos utilizados para amplificar los exones de la PAL del frijol
Se indica la secuencia de gPAL2 y la correspondiente al oligo. Los oligonucleétidos de los extremos contienen sitios de
restriccién (PAL0048 (BamHI) y PAL2215 (EcoRI). Los oligonucleétidos centrales contienen una cola correspondiente

a la secuencia del extremo del otro exé6n (PAL0463 y PAL0380).
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3.6.2, Condiciones de la reaccién de amplificacién por PCR

La mezcla de reaccién consistio de 3.5ug de DNA gendmico en un volumen final de 100pl. Ademas, la

mezcla de reaccién contuvo: 30pmolas de cada uno de los oligonucledtidos, 2mM de MgCl,, 250 uM de

cada uno de los dNTPs en Buffer 100mM Tris-HCl pH 9.0, 1% Triton X-100 (buffer de Promega).
Por reaccién se utilizaron 2.5U de las enzimas Tagq Polimerasa (Promega) 6 Pfu Polimerasa
(Stratagene) segun la conveniencia,

Para la extension y amplificacién del primer exén se utilizaron los oligonucledtidos Pal48 y Pal463
bajo las siguientes condiciones de amplificacion. Un ciclo desnaturalizando el DNA por tres minutos a
95°C, reasociando las cadenas con los primers a 50°C por un minuto y permitiendo la replicacién de
las cadenas 2 minutos a 72°C. Posleriormente se efectuaron lreinta ciclos con las mismas condiciones
de reasociacion y polimerizacion de las cadenas pero llevando a cabo la desnaturalizacién del DNA en 45
segundos a 95°C.

La amplificacidn del segundo exdn requirié de los oligonucledtidos Pal380 y Pal2215, las condiciones
utilizadas fueron las siguientes: Un ciclo desnaturalizando el DNA por tres minutos a 95°C,
reasociando las cadenas con los primers a 65°C por un minuto y permitiendo la replicacién de las
cadenas 3 minutos con cincuenta segundos a 72°C. Continuaron treinta ciclos con las mismas
condiciones de reasociacion y polimerizacién de las cadenas pero llevando a cabo la desnaturalizacion
del DNA en 45 segundos a 95°C. Como controles se montaron reacciones sin oligonucledtidos 6 dNTPs y
se amplificéd un fragmento de 400 pb del bacteriéfago A. Los productos de la amplificacién se
purificaron difectamenle a través de columnas centricon-10 (Amicon Inc) 6 por geneclean a partir de

una electroforesis en geles 1% agarosa.

3.6.3. Oblencidn del gen complelo mediante la fusién de fragmentos traslapantes.

La reaccién de Fusion de los dos exones se realizé mediante un MegaPCR.

Esta se efectud de forma similar a un PCR con la diferencia de que en esta ocasion el DNA que sirvié
como molde correspondié a los dos exones amplificados por separado {120ng del fragmento de 450pb
(1er exdn) y 480ng del fragmento de 1850pb (22 exdn)). EI DNA se desnaturalizé por ebullicion
durante diez minutos e inmediatamente se colocd en un bafio de hielo por un min, pasado este tiempo se
agregaron los dNTPs, el buffer y la Tag polimerasa, Se realizd una primera ronda de polimerizacién a
60°C por 10 min seguida de 7 ciclos (desnaturalizando el DNA en 45 segundos a 95°C, reasociando los
cadenas (se asocian los exones) a 60°C por un minuto y permitiendolla replicacién de las cadenas 3
min con cincuenta segundos a 72¢C), posteriormente, se adicionaron los oligonucledtidos Pal48 y

Pal2215 y se continud la amplificacion durante 30 ciclos mas (manteniendo las mismas condiciones).
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Los primeros 7 ciclos permitieron la fusién de los exones y los siguientes 30 ciclos amplificaron el

gen completo de la PAL. La figura 5, ejemplifica los primeros ciclos de la reaccién de fusion.

3.7.Blsqueda en el banco de cDNA obtenido a partir de nc‘adu!os de Phaseolus vulgaris de 15 dias de edad.
Se busco el gen de la PAL en una muestra de 150 000 placas liticas. Como sonda se utilizaron los
exones obtenidos a parlir de la reaccion de PCR marcados con 32P mediante la reaccién de random
primer, La busqueda se trabajé siguiendo el protocolo proporcionado por Stratagene para el Sistema
ExAssistTM/SOLRTM,

La busqueda del gen de la PAL, mediante el uso de anticuerpos, se efectud usando como probador
anticuerpos antiPAL de R. glutinis, purificados con la proteina de S. pararoseus. Se muestrearon en
total 300 000 placas liticas. Se siguié el método descrito por Sambrook (1989).

El bacteriéfago ExAssist y los fagos seleccionados, se usaron con un titulo de 1x 108ufp/ml y de
1x105ufp/ml respectivamente, La cepa SOLR se utilizd exclusivamente para efectuar la escision del

fagémido.

3.8. Hibridacion tipo Southern blot y Northern blot.

3.8.1. Hibridacién tipo Southern_blot.

El DNA se digirid con enzimas de restriccion apropiadas y los fragmentos se separaron por
electroforesis en gel de 1% agarosa. Previa desnaturalizacion del DNA (30 min a temperatura
ambiente, con una solucion de 1.5M NaCl y 0.5M NaOH) y neutralizacion del gel (15 min a
temperatura ambiente en una solucion de 1.5M NaCl, 0.001M EDTA y 0.5M Tris-HCI pH 7.2) se
efectud la transferencia de los fragmentos de DNA a una membrana de Nylon cargada positivamente
(Hibond N+) y se fijaron con 0.4M NaOH. Después la membrana se colocd en la mezcla de
prehibridacion (50% de formamida, 100pg/ml Heparina, 6X SSC y 0.05% SDS) durante 2 horas a
42°C y se hibrido con la sonda, desnaturalizada y marcada con 32P a una actividad especifica de
2X108cpm/ug, durante 12 horas. Pasado el tiempo de hibridacién, la membrana se lavé con una
solucién 2X SSC-1% SDS durante 15 min a 65°C y después se hicieron otros lavados por 15 min con
solucicnes cuya concentracion de sal cada vez era menor hasta llegar a una solucién 0.5X SSC-SDS 1%.
Los filtros se expusieron bajo peliculas fotograficas para rayos-X en congelacion a -70°C por lo

menos durante 16 horas,
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3.8.2. Hibridacidn tipo Northern blot, modalidad en_rendiia (slot blot).
Se siguid el procedimiento sugerido por Sambrook (1989) ulilizando un aparalo para hacer las
rendijas (Hoefer Scientific Instruments PR648). Se colocaron por rendija de 20 a 200pg de RNA

total obtenido de hipocotilos inducidos con luz ultravioleta y corte mecénico. Como probadores se

utilizaron los oligonucledtidos (Pal48 y Pal2215) marcados con 32P por cinacion. La membrana se
hibridd por 18 horas a 42°C tras prehibridarla durante 2 horas a 42°C en una solucién de 50%
formamida, 5X SSPE, 2X solucion Denhardt’s y 0.1% SDS. Posteriormente se lavd por 20 min en 1X
SSC, 0.1% SDS a temperatura ambiente y se hicieron tres lavados mas de 20 min a 68°C en 0.2%

SSC, 0.1% SDS. La membrana se expuso por 24 horas a una temperalura de -70°C bajo una pelicula

fotografica para rayos X,

3.9, Determinacién de la secuencia nucleot(dica.

La secuencia nucleotidica se determind utilizando DNA de doble cadena y siguiendo el método de
terminacién de cadena con dideoxinucledtidos descrito por Sanger (1978). El “Kif usado provino de
Dupont, Se utilizaron oligonucledtidos comerciales (promotores de T3 y T7) y sintelizados
especificamente (Pal2215).

La secuencia nucieotidica obtenida fue comparada con las secuencias depositadas en el GENBANK,

empleando en su andlisis los programas Blasty Geneworks version 2.4,

3.10. Técnicas eleciroforéticas.

3.10.1, Electroforesis de proteinas en geles desnaturalizantes (PAGE-SDS).
El anélisis electroforélico de las proteinas (extractos crudos y PAL purificada) se realizo en el

sistema Mighty Small 1| de Hoeler Scientific Instruments utilizando la técnica descrita por Laemmli
(1970). En cada carril se cargaron alrededor de 30ug de proteina en extractos crudos 6 0.5 a 1pg de
PAL purificada. Las muestras aplicadas se prepararon en una relacién 4:1 con una solucién compuesta
de 0.25M Tris pH 6.8, 40% (v/v) glicerol, 20% (v/v) B mercaptoetanol, 8% (p/v) SDS vy 0.015%
(pv) azul de bromofenol y se hirvieron durante 5 minutos,

Los marcadores. de peso molecular fueron: B galactosidasa (116.4kDa), Fructosa 6 fosfato kinasa
(85.2kDa), Glutamato Deshidrogenasa (55.6kDa) y Aldolasa (39.2kDa).

La electroforesis se desarrollé a corriente constante (15mA/gel para el gel concentrador y 30mA/gel
para el gel separador), Por dltimo, de ser necesario, el gel se tiid con una solucidn de azul Coomassie
R-250 al 0.1% (p/v) en isopropanol-acético (25:10) y se destiid con una solucién de metanol-

acético (50:10) en agua,

46




Material y métodos

3.10.2, Electroforesis_de DNA.

La separacion electroforética de plasmidos y fragmentos de DNA se hizo en geles de agarosa al 1%

usando buffer TAE como buffer de corrida, Como marcador se usé el DNA del fago A cortado con las
enzimas Hindlll; Hindlll / EcoR1 y Pstl. La electroforesis se desarrollé en cdmaras horizontales para

geles sumergidos de Hoefer Scientific Instruments a voltaje constante de 60 volls.

Cuando fue necesario, los fragmentos de DNA se separaron por electroforesis vertical en geles de
poliacrilamida al 5% usando como buffer de corrida TBE. La electroforesis se realizé a una intensidad

constante de 15mA/gel en una camara vertical (Mighty Small || de Hoefer Scientific Instruments).

3.11. Obtencion de anticuerpos policlonales anli-PAL

Los anticuerpos anti-PAL utilizados fueron proporcionados por la M. en C. Kalty Juarez Lopez?. Estos
anticuerpos se obtuvieron mediante la inmunizacion de conejos Nueva Zelanda de 1.5Kg de peso con la
PAL de Rhodotorula glutinis,

Los anticuerpos anti PAL de R. glutinis se purificaron mediante el método descrito por Harlow et al. en
1988; la adsorcidon se efectud sobre la proteina homdloga de S. pararoseus inmovilizada en

nitrocelulosa. Los anticuerpos se diluyeron (1:2.5) con TBS previo a su ulilizacion.

3.12. Inmunodeteccion de la PAL en experimentos tipo Western blot.

Los extractos proteicos obtenidos de hipocotilos inducidos se separaron mediante electroforesis en
geles desnaturalizantes. La transferencia de las proteinas desde el gel de poliacrilamida a la membrana
de nitrocelulosa se efectué empleando el equipo de la serie TE (transphor electrophoresis) de Hoefer
Scienti.ﬁc Instruments bajo las siguientes condiciones: Buffer de transferencia [26mM Tris-190mM
glicina pH 8.3 y 20% (v/v) metanol J; durante un tiempo de transferencia de por lo menos 2 horas a
una corriente constante de 200mA/gel. La transferencia se comprobé mediante la tincién de los filtros
sumergiéndolos durante 1 min en una solucién de Ponceau S preparada al 0.2% (p/v) en 3% (p/V)
4cido tricloroacético . Posteriormente el colorante se elimind con agua destilada.

El revelado del antigeno (PAL) se efectu6 mediante la técnica de la fosfatasa alcalina siguiendo el
protocolo sugerido por Sambrook en 1989, Como controles se utilizaron la PAL de R. glutinis y S.

pararoseus.

2 Instituto de Tovestigaciones Biomédicas. Departamento de Biologia Molecular, Lab. Dr. Luis Servin Gonzdlez
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Resultados

Ensayo de la especificidad de los anticuerpos dlirigldos contra la PAL de

R. glutinis y purificacién de los mlsmos.

" Partiendo del hecho de que la fenilalanina amonio liasa (PAL) es una enzima conservada, se decidio

probar si los anlicuerpos dirigidos contra la PAL de A. glutinis eran capaces de reconocer ala PAL de
diferentes origenes; de ser asi, utilizarlos para la inmunoseleccion de la PAL en un banco de expresion
de frijol,

El ensayo del reconocimiento de los anticuerpos dirigidos contra la PAL de R. glutinis (dilucion
1:1000) a la PAL de S. pararoseus se efectud con 0.5)1g de enzima recién purificada. Como se muestra
en la Figura 6 los anticuerpos contra la PAL de A. glutinis fueron capaces de reconocer a la enzima de
S. pararoseus. El siguiente paso consistio en comprobar la especificidad de los anticuerpos en
exlractos crudos de frijol, el ensayo se realizd con 20ug de extracto crudo proveniente de hipocotilos
inducidos con luz ultravioleta y por corte; adicionalmente se incluyeron en la electroforesis 0.5ug de
la enzima comercial de R. glutinis (Figura 7, carril 3) y purificada de S. pararoseus (Figura 7,
carril 4); nuevamente en el ensayo inmunoldgico tipo western blot podemos observar que en la
dilucién 1:1000 se obtiene una seRal clara y especifica para la PAL, permitiéndonos reconocer a la
PAL en 20ug de proteina total provenientes de un extracto crudo de hipocotilo inducido (Figura 7,
carrit 2), por lo que se concluye que los anticuerpos presentan una alta afinidad hacia la PAL de frijol.
Experimentando con ofras concentraciones del anticuerpo encontramos que a diluciones mayores la
sehal se debilita hasta perderse en la dilucién 1:5000; a diluciones menores la especificidad hacia la
PAL disminuye habiendo reconocimiento de muchas mas proteinas. Es evidente que el anticuerpo contra
la PAL de R. glutinis reconoce, en el caso de las enzimas de A. glutinisy S. pararoseus, ala PALY a
algunos otros polipéptidos con un patrén semejante en ambas protefnas (Figura 7, carriles 3 y 4).
Las enzimas se mantuvieron a -20°C hasta por tres meses, por lo que es muy probable que estas se
hubleran degradado y que las bandas que aparecen correspondieran sobre todo a los productos de su
degradacion; apoya esta hipdtesis el hecho de que en el ensayo previo, con la PAL de S. pararoseus,

efectuado bajo las mismas condiciones no hay reconocimiento mas que de la banda correspondiente a ja

PAL (Figura 6, carriles 2 y 3).

Los resultados obtenidos en los experimentos anteriores nos indicaron que la PAL proveniente de la
levadura (R. glutinis) comparte ciertos epitopes con sus homdlogas en el frijol y S. pararoseus. Los
anticuerpos reconocieron, tanto a la proteina pura, como a los productos de su degradacién. Por otro
lado, se observd que en los hipocotilos inducidos esta presente la subunidad de 83kDa, el peso

molecular fue calculado a partir de las electrofotesis en geles al 10% poliacrilamida bajo condiciones
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gPAL de Phaseolus vulgaris
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Figura 5. Representacion esquematica de la estrategia seguida para obtener
el gen de PAL de P.vulgaris a expresarse en E. coli.
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Figura 6. Ensayo del reconocimiento de la PAL de S. pararoseus.

Se efectud una prueba inmunolbgica western blot utilizando los anticuerpos
dirigidos contra la PAL de R. glutinis (dilucion 1:1000). Carril 1, Marcador
de peso; carril 2, 0.5ug de PAL de S.pararoseus recién purificada (F102) ;
carril 3, 0.5pug de PAL de S. pararoseus recién purificada (F103).
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Figura 7A. Ensayo del reconocimiento de la PAL en extraclo crudo de frijol,

proveniente de hipocotilos inducidos

Se efectud un ensayo inmunolégico del tipo western blot utilizando los
anticuerpos dirigidos contra la PAL de R. glutinis (dilucién 1:1000) en el cual es
posible observar que los anticuerpos contra la PAL de R. glutinis son capaces de
reconocer a las enzimas de irijol y de’ S. pararoseus.

Carril 1, marcador de peso; carril 2, extracto proteico de Phaseolus vulgaris
(20pq); carril 3, Proteina comercial de Rhodotorula glutinis (0.5ug); carril 4,
Proteina purificada de Sporidiobolus pararoseus (0.5ug de F102),

7B. Representacion esquematica de 7A resaltando las bandas observadas.



Resultados

desnaturalizantes. Esta forma de la PAL se ha identificado como la especie que se expresa en eslado
basal, el hecho de que sea la forma que se identifica en hipocolilo inducido podria deberse a ello o
podria ser que los anticuerpos contra la PAL de la levadura tengan una mayor afinidad por esta forma

(que por otro lado de las PAL reportadas en frijol es la menos semejante).

Para comprobar si en efeclo las bandas observadas eran producto de la degradacién de la PAL y con el
objeto de dirigir la reaccidn de los anticuerpos hacia el reconocimiento de las especies sin degradar, se
procedié a purilicarlos utilizando la proteina pura de S. pararoseus. Posteriormente los anticuerpos
purificados se diluyeron (1:2.5) y se hicieron ensayos inmunoldgicos (western blof) con diferente
concentracion de exlractos crudos procedentes de nddulos de frijol de 15 dias de edad (para investigar
desde que concentracion de proteina total era posible identificar a la PAL), con extracto celular de la
cepa E. coli XL1 Blue MRF’ (para asegurarnos de que no habria interferencia con alguna proteina
propia de la bacteria al utilizar los anticuerpos en la busqueda en el banco de expresién) y con la
protena de S. pararoseus (testigo). La figura 8, muestra que los anticuerpos anti-PAL no
reconocieron proteinas provenientes de la cepa de E. coli X1 Blue MRF’ (Figura 8, carril 9) por lo
que se decidié utilizarlos para efectuar la bisqueda de las clonas de PAL en el banco de expresién.
Ademds, los anticuerpos purificados continuaron identificando el mismo patrén de bandas en la
electroforesis de la enzima de S. pararoseus (Figura 8, carril 1), por lo cual se consideré que
efectivamente éstas provienen de la degradacidn de la PAL. En el caso de los extractos provenientes de
nddulo, 10s anticuerpos fueron capaces de reconocer a la PAL en 18ug de proteina total y en 75)g ya se
comenzaron a observar las bandas correspondientes a la degradacion de la enzima (el patron de
degradacién corresponde al presentado tanto en la PAL de R. glutinis como la de S, pararoseus).
Adicionalmente, los pesos moleculares calculados a partir del electroferograma (84, 77, 55, 50k Da),
correspondieron con los calculados por Boiwell para la PAL del frijol y sus productos de degradacién
(70, 63 y 46kDa ) (Bolwell, 1985b; Bolwell, 198%), De aqui concluimos que los anticuerpos
dirigidos contra la PAL de R, glutinis (purificados con la banda de 85kDa de la PAL de S. pararoseus)
presentan cierta especificidad hacia la PAL del frijol y que ademés de identificar a la enzima, son
capaces de reconocer a los productos de la degradacion de ésta y por lo cual podian usarse en la

Inmunoseleccidn de la PAL,

2
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Figura 8. Ensayo de reconocimiento de la PAL en nddulos de frijol de 15
dfas de edad.

Western blot de 1a PAL de frijol ulilizando anticuerpos contra la enzima de
R. glutinis purificados (diluciobn 1:2.5). Se probaron diferente:
concenfraciones de exiracto de nodulo de frijol de 15 dias de edad. Carril 1,
PAL de S. pararoseus (0.5ug de F102); carriles 2-7, 8, 18, 36, 75, 150,
150ug de proteina total respectivamente; carril 8, marcador de peso
molecular; carril 9, extracto celular de E. coli Los carriles 7 y 8 fueron
revelados con azul de coomassie.
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Inmunoseleccldon de la PAL en un banco de expresion de cDNA provenlente

de nddulos de frijol de 15 dias de edad.

La bisqueda del gen en el banco de expresion se realizo empl‘eando el anticuetpo anti-PAL de A.
glutinis, purificado con la PAL de S. pararoseus (dilucion 1:2.5). Se muestrearon 300 000ufp en
total, de las cuales se obtuvieron 17 probables positivas, aun cuando la sefial obtenida con el
anticuerpo fue muy débil, lo cual, probablemente se debid a una baja expresion de la proteina en este
sistema. Al intentar el aislamiento de las placas positivas en las siguientes rondas de purificacion, el
resultado en todos los ensayos no fue el esperado ya que el porcentaje de éstas no se increments. Cuando
se realizaron ensayos inmunoldgicos weslern blot {modalidad en rendija) con extractos provenientes
de la propagacion de los fagos en medio liquido inducidos con IPTG, no se detecto la presencia de la PAL.
Partiendo del conocimiento de que los apticuerpos reconocen a la PAL y de que en nddulo hay expresion
de ella, no hay motivo aparente para que la inmunoseleccion no funcionara, Ademas, investigaciones
recientes han mostrado que es posible expresar la PAL en E. coli sin ningin problema (Appert,
1994), lo que nos hace pensar que en el banco de expresion deben existir algunas clonas gue expresen
la PAL. Actualmente, después de haber muestreado ese mismo banco con una sonda de DNA homdloga de
gPAL, consideramos que para poder aislar una clona con el gen completo de la PAL y en el marco de
lectura cotrecto en el sistema empleado, es necesario aumentar la poblacion muestreada por lo menos

a 600 000ufp para aislar 4 clonas de PAL con un tamaiio lo suficientemente grande como para
contener al gen completo,

Alineamiento de secuenclas de la PAL.

El alineamiento de las secuencias de la PAL depositadas en el banco de datos “GenBank", como se
observa en el dendrograma presentado en la figura 9, muestra que la enzima se ha mantenido sin
muchas modificaciones a lo largo de la evolucion, distinguiéndose claramente la familia de las
leguminosas, de las solanaceas y de las levaduras, Asi mismo, es posible observar, en algunos casos,
que existe una mayor similitud entre proteinas de diferentes organismos que entre las subunidades de
una misma especie. Como ejemplo presentamos la PAL2 y la PAL3 de Phaseolus vulgaris, en donde
incluso la PAL3 difiere del patrén correspondiente a las leguminosas, lo que nos indica que la

duplicacidn del gen debid efectuarse antes de la formacion de las plantas vasculares.
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Figura 9. Dendrograma que ilustra la relacion entre las secuencias de la
Fenilalanina amonio liasa (PAL) de diferentes origenes realizado con el
programa Geneworks. La nomenclatura esta dada por el nimero de acceso
en el Gene Bank, en donde las claves corresponden a: PALY_RHORB,
Rhodotorula rubra; PALY_RHOTO, Rhodosporidium toruloides; PAL5_LYCES,
Tomate; PALY_TOBAC, Tabaco; PAL1_SOLTU, Papa; PALY_IPOBA, Papa;
PAL1_PETCR, Perejil; PAL1_PEA, Chicharo; PAL2_PEA, Chicharo,
PALY_MEDSA, Alfalfa; PAL1_SOYBN, Soya; PAL2_PHAVU, Frijol;
PAL2_SOLTU, Papa; PAL3_PHAVU, Frijol; PAL1_PHAVU, Frijol
FALY_ORYSA, Arroz.
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Obtencidn de una sonda para ldentificar la PAL utilizando el método
de ampiificacién por PCR.
La secuencia de los oligonucledtidos se establecio a partir de la de gPAL2. Se adoptd esta estrategia por
varias razones: a) por que ia actividad especifica lograda en PAL2 ha sido de las mayores (3.26 y
0.340U mg -1 en hoja y en cultivo de células en suspensién); b) debido a que l1a secuencia de gPAL3 se
aleja un poco de la del grupo de las leguminosas (tal como se observa en la Figura 9) y de usarla como
molde podria hacer mas especifica la reaccién hacia la amplificacion de esta Unica especie; ¢) porque
se desconoce la secuencia del primer exén de gPAL1; y d) por que en los tres genes de PAL el segundo
exoén esta muy conservado. Fue asi como se penso dirigir nuestro trabajo hacia la obtencion del cDNA de
la PAL1 y/o de la PAL2, con objeto de lograr aisiar el cDNA de la proteina de 83kDa (de la clase i)
y/o los cDNAs de las proteinas de 77k Da (de la clase | o de la clase ll). Por otro lado, considerando la
similitud que existe entre la secuencia de los genes de la PAL no se descartaba la posibiiidad de poder

amplificar gPALS con los oligos obtenidos de la secuencia de gPAL2.

Se construyeron cuatro oligonucledtidos, dos de elios delimitan al gen de la PAL (Figura 4,
oligonucledtidos PAL48 y PAL2215). Estos oligonucledtidos se eligieron con la idea de poder
amplificar el ¢cDNA completo, a partir de mRNA proveniente de tejido inducido. El otro par de
oligonucledtidos elegidos se unen en el extremo 3° del primer exén (oligonucledtido PAL463) y en 5
del segundo exdn (oligonucledtido PAL380) y se utilizaron, junto con los anteriores, en la
amplificacion por separado de los exones, para posteriormente, obtener el gen de la PAL mediante una
reaccion de fusién & bien, servir como sondas especificas.

Se efectué un ensayo de hibridacion northern blot en la modalidad de rendija con la finalidad de
comprobar que los oligonucledtidos seleccionados eran capaces de reconocer al transcrito de la PAL.
Ademas de investigar si la induccién de la PAL en los hipocotiios tratados con luz UV y corte habia sido
efectiva, asl como también estabiecer la concentracién de RNA total que se utilizaria en las reacciones
de PCR. Se colocaron de 20 a 200ug de RNA total por pozo, obtenido a los tiempos indicados (Figura
10); como sondas, se utilizaron los oligonucledtidos PAL48 y PAL2215. La figura 10, muestra que
ambos oligonucledtidos hibridaron con el RNA y que desde los 20ig de RNA total hubo reaccién. De estos
resultados concluimos lo siguiente: a) que los oligonucleotidos fueron capaces de reconocer alguna
secuencia presente en el RNA aislado de hipocotilos inducidos; b) que el tratamiento de induccién
empleado fue efectivo, pues se observd un aumento en la sefial de los oligonucledtidos por jg de RNA
total a los tiempos sefialados (indicando que la secuencia reconocida se comporta como lo harfa la PAL);

c) que la reaccion de transcripcion reversa podia efectuarse a partir de 20yg de RNA total,
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Figura 10. Ensayo del reconocimiento de los mBNA de la PAL
por los oligonucledtidos (PAL48 y PAL2215) en RNA total
proveniente de hipocotilos tratados con luz uitravioleta y corte.
Prueba de hibridacion northem biot en la modalidad de rendija.
Se colocaron diferentes concentraciones de RNA total obtenido
de hipocotilos inducidos a las 0, 4.5 y 6 horas de induccion.

A. Hibridacion con el oligonuciettido PAL48.

B. Hibridacion con el oligonucleétido PAL2215,
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Resultados

No obstante que se probaron diferentes condiciones para amplificar los genes a partir de RNA total
{reaccidn de transcripcion reversa acoplada a PCRY), Unicamente fue posible obtener la amplificacion
inespecifica de algun producto bajo las siguientes condiciones: {a reaccién de transcripcidn reversa se
efectud con 20ug de RNA fotal (obtenido de hipocotilos inducidos con luz ultravioleta y corte por 6

horas); la reaccién de amplilicacion requirié de 2.5mM de MgCly y un buffer que contenfa Tritdn X-

100. En vista de ello, suponemos que la reaccidn, en el caso de la amplificacion del cDNA de fa PAL,
podria no haberse efectuado con éxito debido a la no existencia de cDNAs que contuvieran los dos sitios
de reconccimiento de los oligonucledtidos especificos para gPAL y/o a que en el mRNA correspondiente

a la enzima existiera una estructura secundaria que evild la unién de alguno de los oligonucledtidos.

La amplificacion por separado de los exones, empleando como molde DNA gendmico, se logrd establecer
después de modificar en varias ocasiones las condiciones de la reaccion. Principalmente, se probaran

diferentes concentraciones de MgClh(1.0mM a 5mM), dilerentes buffers y diferentes concentraciones
de DNA (2 a 4pg). La reaccién estuvo gobernada por la presencia de 2mM MgCl, vy de 1% Tritdén X-
100 y se efectud mejor con 4pg de DNA gendmico, 30pmolas de oligonuciedtidos, 100nM de dNTPs, La

amplificacion para ambos exones resultd ser muy especifica, Se logré amplificar el primer exon de la
PAL, obteniendo un fragmento de aproximadamente 450pb (Figura 11, carril 6) utilizando como
iniciadores a los oligonucledtidos PAL48 y PALA463; asf como el segundo exén de PAL produciendo un
fragmento de aproximadamente 1850pb (Figura 11, carril 7) con los oligonucledtidos PAL3BO y
PAL2215 {las condiciones de la reaccién de amplificacion se especilican en materiales y métodos),
Para investigar a qué clase correspondia el producto de la amplificacion, se seleccionaron una serie de
enzimas de restriccién de acuerdo al patrén de restriccion de las clases de la PAL de frijol
identificadas. En la figura 12 se muestran los mapas de restriccidn para cada uno de los genes de PAL
de frijol reportados. La figura 13 corresponde a una electroforesis de las digestiones efectuadas con las
enzimas de restriccion seleccionadas. De estos resultados tnicamente podemos sugerit, en el caso del
fragmento de 450pb, que este probablemente pertenezca a la clase i, ya que la enzima Pvull no
produjo ningin corte (indicativo de la clase Ill) y la secuencia de gPAL1 en esta regidn no se conoce, En
el caso del segundo exdn (fragmento de 1850pb) se puede concluir que corresponde a gPAL2 | pues no
hubo cortes con Sacl (indicativo de gPAL1), ni con Kpnl, EcoRI ni con Pvull {que cortan a gPAL3). Por

otra parte fas enzimas Hindill y Necol {que pueden actuar sobre los tres genes) sl cortaron generando
Iragmentos de los taimafios esperados en la clase Il
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Figura 11A. Electroforesis en agarosa 1% de los productos de amplificacion por PCR.
Carril 1 y 5, marcadores de peso (bacteridfago | Hindlil-EcoRl); carril 2 y 3, reacciones de
fusion; carril 4 y 8, marcadores de peso (bacteriofago | Psti); carril 6, amphﬁcamén del
primer exon; carril 7, amplificacion de segundo exén.

11B. Acentuacién de la imagen de 11A para mostrar las bandas de interés. Las flechas
sefialan: a.Primer exén(450pb); b. Segundo exdn(1850pb) y ¢. Producto de fusion
(2300pb). MP, marcador de peso.
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Figura 12. Mapa de restriccion de las tres familias de genes para ia PAL del
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Figura 13A. Eleclroforesis en gel de poliacrilamida 5% TBE de las digestiones del
fragmento de 450pb (exon 1) y del fragmento de 1850pb (exén 2). carril 1, 8 y 15,
Marcadores de peso molecular (bacleridfago | Hind Ill-EcoR1); carril 2-7, fragmento de
450pb digerido con Pvull, Ncol, Sacl, Hindlll, Kpnl y EcoRI respectivamente; carrit 9-14,
Iragmento de 1859pb digerido con Pvull. Ncol. Sacl, Hindlll, Kpnl y EcoRI respectivamente.
13B. Acentuacion de la imagen presentada en 13A para mostrar las bandas de interés.




Resultados

Blisqueda de los genes de la PAL en el banco de expresléon Azap con la
soncda de PAL obtenida por PCR.

Se realizd la blisqueda en el banco de expresion partiendo de 150 000ufp, empleando como sonda los
exones amplificados por PCR marcados con 32P,

Durante el primer muestreo se aislaron 7 placas positivas con la sonda correspondiente al segundo
exon (1850pb), no hubo reconocimiento de ellas por la sonda correspondiente al primer exodn
(450pb). Se continud con el aislamiento de las placas positivas efectuando dos rondas de purificacion
obteniendo por Ultimo 3 clonas diferentes. De las clonas positivas una (c63-PAL) contenia un inserto
mayor al tamaio de la sonda empleada (Figura 16, carriles 4 y 6 contra carril 2) y cercano a 2500
pares de bases, tamafio reportado para el RNA mensajero de la PAL (Gilbert, 1985; Edwards, 1985),
por lo que se considerd un buen candidato para contener el gen completo. Se subclond el plasmido en
XL1Blue MRF' y se caracterizo éste electroforeticamente. En la figura 15 se muestra el inserto de
aproximadamente 2300pb (A) y la prueba de hibridacién southern blot del mismo utilizando como
sonda el fragmento de 1850pb (B). La secuencia del inserto (c63-PAL) desde el extremo 5" mostro un
95% de identidad con el correspondiente al gen PAL1 (Figura 17), en la regién secuenciada se
encuentran los dos sitios Ncoll caracteristicos de los genes de PAL (Figura 12). Sin embargo, la clona
estd incomplela ya que la secuencia a partir del extremo 5' pertenece al segundo exdn. El extremo 3° se
intenté secuenciar sin resultado, ya que utilizando como iniciador al promotor T7, después de la
lectura del poliA (de mas de 50 pb) la reaccién se pard. Se modificaron las condiciones de la reaccion
de secuenciacion y se intentd secuenciar con el mismo iniciador y cambiandolo por el oligonucledtido
PAL2196, que complementa con una region muy conservada de PAL localizada a 15 pares de bases del
codon de terminacion, la reaccién continud presentando un alto fuerte, probablemente esto se deba a

una estructura secundaria que no logra eliminarse bajo las condiciones probadas.
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Figura 14. Eiectroloresis de los plasmidos de las clonas oblenidas a partir del
banco de expresidn de nddulos de frijol de15 dias de edad utilizando como sonda
el 2° exdn de gPAL2. Los plasmidos se digirieron con las enzimas EcoRl y Xhol
para liberar a los Insertos. Carril 1, marcador de peso (bacteridlago | Pstl); carril 2,
digestién del plasmido de la clona ¢9; carril 3, plasmido Bluescript pSK+; carril 4,
digestion del plasmido de la clona ¢64; caril 5,digestién del pldsmido de 1a clona

¢63-PAL.

Figura 15. Electroforesis en agarosa 1% y ensayo de hibridacién del tipo southern blot de la
clona c63-PAL. Panel A. carril 1, plasmido de c63-PAL digerido con EcoRI y Xho!; carril 2,
piasmido de c63-PAL sin digerir; carril 3, plasmido Bluescript pSK+ linearizado; carril 4,
marcador de peso (bacteribfago | Pstl). Panel B. b1. Electroforesis en agarosa 1% del
plasmido de la clona c¢63-PAL (carriles 1-3) digerido con EcoR1 y Xho!;

b2. Autorradigrafia de Ia hibridacion de (b1) utilizando como sonda el 2° exén de gPAL2.
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Figura 16. Southern blot de los exones de gPAL amplificados y del pldsmido de fa
clona c63-PAL. Electroforesis en agarosa al 1% .

Del lado derecho se muestra fa autorradiografia correspondiente a la electroforesis
del lado izquierdo.

Carril 1, marcador de peso (| pst); carril 2, fragmentos amplificados por PCR (450 y
1850pb); carril 3 y 5, plasmido de c63-PAL sin digerir; carril 4 y 6, plasmido de c63-
PAL (digerido con EcoRly Xhol).

El inserto de c63-PAL es mayor al fragmento de PAL de 1850pb.
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Figura 17. Alineamiento de la secuencia nucleotidica parcial de c63-PAL y secuencia de la region

Ncol

[

TGCATGGTGG TAATTTCCA- |-AGGAAGCCL| AATTGGAGTC TCCATGGACA

AG [CACG c AATTGGAGTC TCCATGGACA

TGCATGGTGG TAATTTCCAG JCASGARQCCE| AATTGGAGTC TCCATGGACA -

CACTCGTTT GGCTCTTGCA TCTATCGGCA' AACTCATGTT TGCTCAATTC.

ECACT(GT‘{T'GGCTCTTGCA TCTATCGGCA- AACTCATGTT ' TGCTCAATTC

\CACTCGTTT. GGCTCTTGCA TCTATCGGCA AACTCATGTT: TGCTCAATTC

TCCGAGCTTG TCAACGAJTT: CTACAACAAC GGTCTGACTT CARATCTCAC -~
TCCGAGCTTG TCAATGATTT CTACAACAAC GGTCTGCCTT CARATCTCAC

TCCGAGCTTG TCAAYGATTT CTACAACAAC GGTCTGMCTT CAAATCTCAC -

TGCTAGCAGA AATAC

TGCTAGCAGA AATAC

LTAGT. TRGRATTATG GCTTTAMGGY AGCTGAAATT
TGCTAGCAGA AAT-CLYAGC TFGLATTATG GTTTCARGGA AGCTGAAATT

FAGY THGEATTATG GYTTYARGG AGCTGAAATT

GCCATGGCTT CCTATTGCTC TGAA----
GCCATGGCTT . CCTATTGCTC TGAACTCC

BG TATCTGGCAA ATCCAGTAAC

GCCATGGCTT CCTATTGCTC TGAACTCC

G TATCTGGCAA ATCCAGTAAC

[

Nco i

correspondiente en gPAL1.

Las secuencias poseen un 95% de identidad. En la secuencia leida se encuentran los dos sitios de

restriccion para la enzima Ncol.




Rescltados

Reaccion de fusion de los exones de PAL2 mediante amplificacion por PCR.

La reaccion de fusion se logro efectuar en una forma inespecifica (en el buffer con y sin triton X-
100), como se muestra en la Figura 11 (carril 2) el uso del buffer con Tritén X-100 nuevamente
favorece la reaccion hacia el producto deseado, consideramos que la reaccion podria hacerse mds
especifica si se aumentan en 5 nucledtidos cada uno de los oligos centrales (PAL463 y PAL380) pues
los exones inicialmente solo traslapan en 20 pares de bases (Figuras 5y 12) y son eslos los que
actlan como primers, en los primeros 8 ciclos de ampliticacion, presumimos que este aumento
lograra favorecer ia reaccion de fusion hacia la formacion de una sola especie (2300pb). Por otro
lado, los sitios de restriccion que se colocaron en los oligonucledtidos de ios extremos (PAL48 y
PAL2215) pudieron favorecer la formacion de concatdmeros provocando que la reaccion se efectuara
de una manera lan inespecifica. Es necesario recalcar que la reaccion de fusion se lievé a cabo y hubo
amplificacién de un produclo del peso esperado. No hemos logrado clonar en pSK+ el producto de fusion

obtenido por la reaccion de PCR, ni tampoco hemos logrado reamplificar éste.

65




LAY

Ty

)

< h

()

[ ]

}‘i

€%

Y

(]

4

(. )

[N

0y

% ‘ &
! 4 = -
3

[}

[

[

LS}

[

[

[

L |

]

[

AR}




o

Lt
)
: Hod

ZM

Dot

b

Discusion

La estrategia ulilizada para conducir los resultados hacia la obtencion de gPAL1 y gPAL2 fue efectiva.
El uso de la técnica de amplificacién por PCR nos permitié el aislamiento del segundo exdn de gPAL2 y
posiblemente el primer exén de gPAL2 por separado y, la aplicacion de éstos como sondas homdlogas
hicieron posible la seleccién de una clona c63-PAL (de la clase 1) de mas de 2000pb, en un banco de
expresion. Adicionalmente, los exones obtenidos (sondas de la PAL) se pueden utilizar como

marcadores del estado fisiologico de la planta sometida a diferentes condiciones de estrés ambiental,

Se aislaron tres clonas de la PAL en una poblacién de 150 000ufp al utilizar sondas homdlogas de DNA
(Figura 14), Por lo que, en una pobiacién de 300 000ufp se podrfan identificar tinicamente 2 clonas
con el marco de lectura correcto. Es decir, que mediante el uso de anticuerpos, bajo las condiciones
ensayadas y considerando que los epltopes que se reconocen estuvieran presentes en todas las clonzs que
respetaran el marco de lectura, lo méas que podria lograrse seria el aislamiento de 2 clonas positivas.

Por lo que, proponemos que para la inmunoseleccidon de genes de PAL 6 relacionados al utilizar este
banco de expresién o algin otro banco, con caracteristicas similares al trabajado, es necesario
muestrear cuando menos una poblacion de 600 000ufp para lograr asi identificar al menos 4 clonas

positivas.

La induccién de los hipocotilos por corte y con luz ultravioleta fue efectiva, sin embargo, no fue
posible aislar ningn gen de la PAL a partir del RNA total obtenido de este tejido. Por los resultados en
experimentos anteriores se ha calculado que, en un pg de RNA total, proveniente de hipocotilos
inducidos por dafio mecanico, existe aproximadamente un ng de RNA correspondiente al transcrito total
de la PAL (Liang, 1989). Ademas, en Arabidopsis thaliana es posible amplificar genes de la PAL a
partir de 2ug de RNA total aislados de raices (Wanner, 1995); por ello se considera que las muestras
de RNA total con las que se trabajé (ae 5 a 20ug de RNA) contenfan suficiente mRNA de PAL como para
poder llevar a cabo la reaccidn de transcripcion reversa acoplada a la amplificacion por PCR. El
problema probablemente fue que, en el extremo 3’ de los transcritos de la PAL del frijol pudo existir
la capacidad de adoptar una estructura secundaria estable ain a la temperatura de trabajo, que evité se
efectuara la reaccion de transcripcion reversa. Este mismo hecho explicarfa, cual fué la causa por la
que no fué posible secuenciar la clona de PAL1 desde el extremo 3'. Una forma de salvar este obstaculo
serfa utilizando una DNA polimerasa que resista temperaturas mas elevadas en la reaccion de
secuenciacion (del tipo de Taq polimerasa). Otra razén podria ser que alin existiendo suficiente mRNA,
la reaccién de transcripcion reversa no hubiera generado cDNAs completos y entonces estos Ultimos no

contuvieran las secuencias que reconocen los oligonucledtidos [recordemos que los oligonucledtidos
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flanquean al gen (Figura 4)), esta misma explicacion seria valida para los resultados obtenidos al
tratar de amplificar al gen de la PAL a través del banco de expresion (no hubo amplificacion).
Refuerza esta hipotesis el hecho de que utilizando DNA gendmico si fue posible amplificar a los exones
de gPAL del frijol. .

La fenilalanina amonio liasa es una de las enzimas de origen vegetal mas estudiada; no obstante, es muy
poco lo que se ha logrado saber acerca de su estructura. Existen numerosos estudios realizados para
determinar cuales son sus inhibidores, la especificidad de substratos, la naturaleza de algunos
aminodcidos en el sitio catalitico y su participacion en el desarrollo y defensa de la planta, pero la
informacién que se ha obtenido con respecto a los sitios de regulacién de la enzima, su conformacion
espacial, como se llevan acabo las interacciones que puede tener con algunos metabolitos o enzimas
involucradas en la biosintesis de compuestos fenilpropanoides, es muy pobre.

Actualmente la mayorfa de los estudios sobre la PAL se enfocan en sus promotores. Mediante la fusién
de estos con genes reporteros se ha podido estudiar la expresion diferencial de la PAL en diversos
o6rganos y tejidos que conforman a la planta asi como establecer su papel en la expresion de otros genes
de la via fenilpropanoide.

Se sabe que la sintesis de novo es un evento muy importante tras la aplicacion de un estimulo; pero,
por si misma, ésta no explica la capacidad que posee la enzima para canalizar el flujo de carbono hacia
vias de sintesis tan especificas. La regulacién del metabolismo secundario es muy compleja, de hecho,
es un mecanismo concertado en donde intervienen tanto enzimas lejanas, como la DHAP sintasa, que
capta e introduce a dos metabolitos primarios (PEP y E-4P) en la biosintesis de los aminoacidos
aromalicos, hasta enzimas tan especificas como la &cido caféico-5-hidroxifeldrico O-metil
transterasa, capaz de modificar el contenido y la composicién de lignina de una planta (Figura 1). El
hecho de que una DHAP y la PAL sean citoplasmicas y que algunas otras enzimas del metabolismo
fenilpropanoide se hayan asociado a la membrana del reticulo endoplasmico explicaria la capacidad que
tiene la planta para canalizar tan eficientemente el acido t-cindmico hacia la produccion de un
melabolito determinado. De cualquier forma, la PAL debe poseer un mecanismo de comunicacion (a

nivel de protelna) que le permita distinguir a quién le va a ceder el {-cindmico.

El que la estructura y organizacion genética de los genes de la PAL se conserve en las plantas
superiores, sus isoenzimas tengan la capacidad de responder en forma diferencial a los estimulos
ambientales y sus constantes cinéticas varien de una clase a otra, nos conduce a pensar que es posible
obtener, mediante el intercambio de exones, enzimas hibridas probablemente activas con

caracteristicas distintas a aquellas que les dieton origen. Mediante el anélisis de estas, es posible
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efectuar la localizacion de regiones que intervienen en la regulacion de la actividad de la enzima, Esta
misma técnica, posiblemente permitiria el obtener enzimas no regulables, evitando asi la inhibicién
por retroalimentacién. La forma mas sencilla de efectuar un intercambio de exones es a través de la
amplificacion de estos por separado para posteriormente juntarlos mediante una reaccién de fusion. En
la presente investigacion se logré efectuar, en forma especifica, la amplificacion de los exones de la
PAL e inespecificamente la fusion de éstos. El aumento del tamafio de los oligonucledtidos centrales
podria favorecer la fusién ya que de esta manera, la regién donde se complementarian ambos exones
seria mayor, el primer alineamiento de los exones seria mas efectivo y la reaccién de extensién de
estos serfa mas eficiente mejorando asi los éiguientes ciclos de amplificacion,

Actualmente y gracias a la clonacién por separado de los genes que codifican para fa PAL en el perejil,
se ha logrado establecer que la informacion contenida en un gen de la PAL es suficiente para dar origen
a una enzima acliva, Las constanles cinéticas de las enzimas obtenidas in vivo y de los homotetrameros
obtenidos en E. coli soh diferentes (ver tabla 1 y tabla 2), este hecho es interesante pues indica que de
alguna manera la formacion de heterotetrdmeros estd modificando las propiedades cinéticas de la
enzima. La actividad lograda al expresar la enzima en E. coli ha resultado ser mayor a la obtenida en
células inducidas (Schulz, 1989; Apperl, 1994).

Estos resultados apoyan el objetivo general de esta invesligacién y nos hacen pensar que la enzima de
frijol, es una candidata idénea para aplicarse en el proceso de formacién de L-fenilalanina 6 L-
fenilalanina metilester con vias a la obtencion de aspartamo, ya que ofrece propiedades cinéticas mas
atractivas que las enzimas clonadas hasta el momento (la actividad especifica final encontrada en la
hoja, después de haberlas infectado con un hongo patdgeno, es mayor a la reportada en olros organismos
(Tabla 2).

Por ultimo, la PAL como modelo de estudio a nivel molecular se presenta muy atracliva, los resullados
hasta ahora oblenidos marcan claramente que gran parte de la regulacion del metabolismo
fenilpropanoide en que la PAL esta involucrada, recae no solo en la expresion diferencial de la PAL,
sino en los sitios reguladores propios de la enzima, el conocimiento de la estructura terciaria de la
PAL, conjuntamente con el andlisis de las regiones involucradas en su regulacion se presenta como un
campo poco explorado que podria ayudar a entender mejor la regulacion no solo de esta enzima sino en

general del metabolismo secundario en las plantas.
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Conclurién

En

conclusién,

- Se establecié que es posible identificar a la fenilalanina amonio liasa del frijol

utilizando anticuerpos obtenidos contra la enzima de la levadura A. glutinis.

- Se amplificaron especificamente los exones correspondientes al segundo exén de
gPAL2 y posiblemente el primer exdn de gPAL2, y mediante su uso se identificd una
clona (2300 pares de bases), de la clase |, en un banco de expresion proveniente de
mRNA de nddulos de frijol de 15 dias de edad. Estos resultados indican que la estrategia
utilizada fue adecuada ya que nos permitié dirigir los resultados hacia la obtencién de

las especies deseadas (gPAL1y gPAL2).

- Se determiné que la PAL1 esta presente ern nddulos de frijol de 15 dias de edad.

- Se propone la fusion de exones como metodologia para obtener genes de la PAL,
resaltando la importancia que puede liegar a tener dicha metodologia en el estudio de los
sitios de regulacion de la actividad de esta enzima y en la generacion de isoenzimas no

regulatorias,
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