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RESUMEN

La femalamna amonlo hasa (PAL), es una enznma u,e',' cataliza la

y amonio (Fig.. 1)
que se emplea en

levaduras y hongos .sdp
descrita enStreptomyces

formaCIon del mtermedlar'lo acndo 3 amlno hldrox1ben20|co




Con la finalidad de lograr la sobreproduccién de la PAL, se
intentaron varias estrategias para la clonacién del gen codificador de la
enzima. Una de ellas fue la purificacion de la enzima, alcanzdndose
factores de purificacion muy altos; sin embargo la cantidad de enzima
purificada fue muy pequefa, lo que imposibilité la secuenciacién del
extremo amino terminal. También se produjeron anticuerpos anti-PAL de
Rhodotorula , los cuales fueron capaces de cruzar con la PAL de S.
verticillatus; sin embargo se presentaronn muchas bandas inespecificas.

Con base en las secuencias conservadas, a nivel de aminoacidos, de
diversas PALs y a(n con la histidina amonio liasa (HAL), se disenaron
cuatro oligonucledtidos, con el objetivo de emplearlos para amplificar un
fragmento, mediante la técnica de. PCR, que pudiera emplearse como sonda
homéloga. No fue posible ampllflcar una ‘banda especifica correspondiente
al gen de PAL.

Se intenté mediante la técnica de hibridacién "Southern", emplear
como sonda un fragmento interno del gen de HAL de S. griseus para
detectar al gen codificador de PAL: Los resultados obtenidos muestran una
sola banda de hibridacién, que -muy probablemente corresponda al gen de
HAL de S. verticillatus, ya- que se comprobé gque este mlcroorgamsmo
presenta actividad de HAL. .



INTRODUCCION

Streptomyces

El género Streptomyces pertenece al grupo de los actlmmlcetos
eubacterias gram posntlvas con un alto contenido de ;guamna (G) y cntocma
(C) en su DNA Estos orgamsmos presentan_fn“ crecumlento"mklcehar

algunas oca lO V.
ant:blétlco por Io que resulta paradoyco‘que sean dlspensables para el



organismo productor y que no presenten una funcuon aparente (leng,
1992) , e e

S trep tomyces vert/c1//a tus

1970).

Fenilalanina amonio liasa (PAL)_",‘*{

la

: 'FENI\.'A:LANIENA"'

Flgura1 R ccnon

produccnon ‘
tratamlento




numerosos estudios de su sintesis y regulac:én (Jangaard et “al, 1974).
Recientemente se han clonado y secuencnado una gran cantldad de genes de
diversas plantas que codifican para esta enzima. ‘

La presencia ';f'de |
algunas levaduras ¢
organismos, a dife’ren

viable, para
mutantes




propone que la PAL también podria tener una funcién en la regulacnon de la
poza de fenilalanina (Kane y Fiske, 1985) ,

La PAL, no se »encuentra amphamente‘ dlstrlbmda e_n procarlontes la
actividad se ha bus

cinamamida. El primer pas
enzima aln no identificada

La PAL de S.: ver
que presenta caracter
et al, 1970). . Sm ’mbargo o _ha
enzima, a exce




autocatalitico y en caso de la PAL de Petroselinum crispum . (perejil),
mediante estudios de mutagénesis dirigida, se ldentlflcé a la serina-202
como su posible precursor (Schustery Retey, 1994) S o ;

Frltz et al.,
desammacnon
mmg, 1970),

al., 1979). La"'
lnactlvandos

Phaseo/us ‘vu/gar/s" :




RELACION DE PAL CON HISTIDINA AMONIO LIASA (HAL).

La histidina amonio liasa o histidasa, es una enzima que desamma la
histidina para formar urocanato y amonio, med:ante un.. mecamsmo muy
parecudo al que se observa en la acttvtdad"’PAyL (Magasamk et a/ ‘97‘1) Las

conoce la secuencia-
organismos, tanto en:

actualmente se ¢
(Wu et a/ 1992)

el que se puede ver- que
PAL (Wu et al, 1992) ’

ASIMILACION DE'FENI

Se sabe mu
aromaticos en es




mediante la enzima homogentisato 1,2-dioxigenasa produciendo
maleilacetoacetato (Fig. 5). ’

Existe otro es’tﬁ‘dl 'f"sobreNocard/a, otro mlembro del grupo de los
actinomicetos, en el que se deduce la misma- ruta catabéllca Este
organismo fue capaz de crecer con fenilalanina como fuente: de C y: N (De-
Boer et al., 1986 ). .

PRODUCCION DE MITOMICINA POR S. verticillatus

La mitomicina es compuesto con actividad antltumoral smtetlzado
por S. verticillatus, Streptoverticillium sp. (antes S'* c esp/tosus) y S.
ardus entre otros (Hornemann, 1981). ‘ o
No se conoce completamente su.ruta blOSlntéth
plensa que es muy semejante a la de rufamncn

in emba,rgo se

deshldratasa (Chiao et a/ "1'988)
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OBJETIVOS

- Determmar cémo se Ileva a cabo Ia asnmﬂacnon de femlalanlna'

por Streptomyces vert/C/l/atus S :
- Determinar el papel metaboh e élénirjé amomo lja,sav_l’,
(PAL) en este mlcroorgamsmo | .
- Sobreproduccién de PAL medlan

2

- Clonacién del gen' ‘al4ébrrvespondiente v

- Obtencion de 'm'ultan”tes ‘sobreproductoras de la enzima

11



MATERIAL Y METODOS

EADAS:

Streptomyces verticillatus : ATCC 13495 ,
Streptoverticillium sp ATCC 27422 (antesS treptomyces caesp/tosus )
Streptomyces lividans 66 (cepaT326) -

Streptomyces coelicolor A3(2) (cep_
Streptomyces phaeochromogene‘s:N RRL-B3:
Streptomyces griseus NRRL-B2682 e
Bacillus subtilis NRRL -B3366

MEDIOS DE CULTIVO:

Medio de produccion de [a PAL (MP), (Bezansgm.et 2l 1970)
- D-glucosa %
- Hidrolizado de 1 %
harina de soya ’
- Extracto de Levadura " 0.5%
- Cloruro de’ SOle o 0.5%
- Carbonato de calcno ' 0.3%

- Femlalamna 0.5%

-En agua destllada

en agua destllada i
Medio Minimo (MM), jHoanod et al 985)
- Fuente de Carbono C)’* R

- Fuente de Nutrogeno ‘(N)V L ,
- MgCl2 . eHzo ‘ - 0.06%
k 12



- NaH2P0O4/ K2HPO4(pH 7.2) 0.01M

- elementos menores

; -ZnSO47H20 S ]0’001 %

FeS . 0001%

© 0:001%

o oo1%:f' :;? '_ ,

Jas. sé varlaron segun el mterés

Los elementos menores y _‘gua destllada se esterlllzaron por
separado y posteriormente ‘se: afadieron’ los»otros reactivos esterilizados
independientemente (en soluciones; 1000X ““La’fenilalanina, los analogos y
otros aminoacidos se esterlhzaron por flltracmn a través de una
membrana Millipore de 0.45um.

Medio R5_para esporulacién (MR5). (mbdificagion del de_Hopwood et

K2S04 0.25 g
MgClz.6H,0 10.1‘2‘g g
Glucosa 1 OOg
Casaminoacidos ~ 0a1g
| Extracto de levadura e 509 E
olucion de elementos  © 2.0ml
: o ""3 0 g
Agua (aforar)b AN 1000 ml
Sol de elementos menores para un htro de agua destllada
zncCh . 40mg -

13



FeCl3.6H20 200 mg

CuCl 200 mg
MnCl2.4H0 - 10mg
Na2B407.10H20 10mg
(NHg)eMo70244H20  10mg
Medio para antibiosis ' -
Extracto de levadura =~ . 0.5% |
Triptona o 10 %
Cloruro de sodio k 05% L
Agar o 15% ‘

CONDICIONES DE CULTIVO - : , ,,
Los cultivos se creCIeron en matrace‘s_ Erlenmeyer , con :1/,10 del




-Amortiguador 1
Tris.HCI 50mM
pH 8.5
-Amortiguador 2
KzHPQ4/KH2P04 5 mM

pH 7.0
~Amortiguador 3

Borato de sodio 50mM

pH 7.0
-Amortiguador 4

PBS10X

NazHPO4.12H20 28.989
KH2PO4 20 g
NaCli 80. 0 g
KCl 2 O g

aforar a 1000 ml con agua destllada
-Amortiguador 5 A
Tris.HCI . 605g

Glicina - 28979

Metanol e 400 mi-
" , T

aforar con agua destllada ‘:a 2000 ml

en TSB por 36h (a partlr de

Se lavé 2 veces con -amortiguador 2, se homogemzo y se:sonico: hasta
que el micelio se :veia completamente fragmentado al observarlo bajo el

L .:‘; ,1.‘5:,



microscopio. La suspension se clarificd por centrifugacién a 16000 x g, 30
min, a 5°C

Generalmente éste extracto crudo se prec;plté con sulfato de amonio
(50-70%). Posteriormente se prosigui6. con la* determinacién de la
actividad PAL. En el caso de las determina’cu“ es de HAL y homogentisato-
1,2-dioxigenasa, también se hicieron con este’tipo de: extractos

Determinacién de actividad PAL (Erﬁ'é‘sry

La determinacién de la actividad
reportado por Emes (1970), midiendc
a 290 nm. La mezcla de reaccnon"c
amortiguador 1 (1.1-1. 2ml) yextr

ing, 1970)

onforme ‘al: metodo
‘ ‘ns"cmémlco

El tiempo de reaccl'
determinaciones se hiciero

Se monitored la abs
El blanco consistié de
sustrato.

Se defini6 como I
formacnén de Tumol de écud )

actividad se emple la ecuac

donde A= absorbancua

—coeﬁcuente de ext n on mo ar -

b= longitud de la Ida '

C= concentkr
Modlflcacnén de

m= cambio d ncia/min !
vi= cambi n de 4cido t-cinamico/min

Determinacion de actividad HAL (Kendrick y Wheelis, 1982)
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El ensayo de actividad se hizo de acuerdo al reportado por Kendrick
(1982). La mezcla de reacciéon consistié en: L-histidina 100mM (0.05ml),
extracto celular (5-20ul) y amortiguador 2, pH 7.2, (1.1ml).

Se monitore6 la aparicion de urocanato a 277 nm (UV). El coeficiente
de extincion de éste compuesto es de 18 800 | mol-'cm-1, en ésta longitud
de onda. Una unidad de actividad se considera a la formacién de 1uymol de
urocanato por minuto.

Determinacion la_actividad homogentisato_ 1,2-dioxigenasa
{Crawford, 1975).

La determinacién de ésta enzima se realizé en base a lo reportado por
Crawford (1975). El ensayo es espectrofotométrico, midiendo la
producciéon de maleilacetoacetatoa 334 nm. El extracto crudo se prepar6 a
partir de medio minimo.

La mezcla de reaccién consisti6 de homogentisato 10mM (10ul),
extracto celular (100ul) y amortiguador 1 (1.4 ml).

PURIFICACION

Columnas y resinas empleadas
Filtraci6n por peso molecular
- Columna Sephacryl S-300
Dextrana/bisacrilamida
Rango de fraccionamiento: 10-1500 kDa
1.- Diametro 1.7 cm, Altura 44 cm, volumen 100 ml
L/D 25.88, flujo 22 mi/hora
2.- Diametro 1.7 cm, altura 90 cm, volumen 180 ml
L/D
amortiguador 2, pH 7.0
- Columna Sephacryl S-400
Dextrana/bisacrilamida
Rango de fraccionamiento 20-8000 kDa

Diametro 1.5 cm, altura 56.4, volumen 99 m|
17



L/D 37.6
amortiguador 2, pH 7.0
intercambio 16ni
- Columna DEAE-celulosa
Intercambio anibnico
Diametro 1.5, altura 15.5, volumen '29;]4 ml :
amortiguador 2, pH 7.0 ’
- Columna CARBOXIMETIL-celulosa
intercambio catiénico
Diametro 1.5, aftura 15.5, volumen 29.14 mi
amortiguador 2, pH 6.0 '
Afinidad
Columna agarosa-fenilalanina
Volumen 5 ml, altura 4 :cm; diametro 1 cm
amartiguador 3, ph 6.0. En ocasiones se aiadi6
Tween 20. 7

Precipitacién con_sulfato de_amonio

El extracto crudo, después de ser clarificado por centrifugacién, se
precipité con sulfato de amonio 50%, controlando el pH (7.0-7.5) con NH40H
en hielo. Se centrigug6 a 16000 x g, 30 min a 4°C; el pellet se resuspendi6
en amortiguador y se volvié a precipitar a 70% de sulfato de amonio.
Nuevamente se centrifugé como en el paso anterior y se resuspendié en
amortiguador para ser dializado.

ANTICUERPQS POLICLONALES ANTI-PAL
Inmunizacién y produccién de anticuerpos

La inmunizacién se realiz6 con una preparacién comercial de la
enzima PAL, de Rhodotorula glutinis, en conejos Nueva Zelanda de 1.5 kg de
peso, inicialmente con adyuvante de Freund completo y la segunda
inmunizacién se llevo a cabo con adyuvante incompleto. Debido a que no

18



venia pura la enzima comercial se separé en PAGE.y se corté la banda con
fa cual se inmunizé.

Después de tres semanas de la primera mmumzacmn, se realizé la
segunda. Se obtuvo un titulo de 1: 32000. ,

Los sueros obtenidos se guardaron a - 70°C.

inmunoblot

Las proteinas se corrieron en geles desnaturalizantes de
poliacrilamida y se transfirieron en un electroblot por 1 h; se empled el
amortiguador 5. La transferencia se realizé en nitrocelulosa, la cual se
bloqueo con PBS-BSA 3%. Se lavdé dos veces con PBS. Se incubb
posteriormente con el primer anticuerpo por 2-4 h y se lavé como se
describe anteriormente. Se agregé O-Cl-naftol y perdxido de hidrégeno,
dejandose en oscuridad de 5-10 min.

PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) y Southern
(hibridacién de DNA-DNA).

xtraccion de DNA cromosomal

La extraccién de DNA cromosomal se llevé a cabo mediante un método
que consiste en hacer la extraccion de células completas sin dar
tratamiento con lisozima. Se eligid éste método debido a la dificultad de
extraer DNA de Streptomyces verticillatus.

Condiciones del PCR
El PCR se realiz6 bajo las siguientes condiciones:

- Se emplearon cuatro oligonucleétidos, diseiiados a partir de las
reglones conservadas de ammoacndos de PAL y las HAL de diferentes
origenes. e & R

Condiciones de reaccién.

- desoxinucledtidos ‘ ,ZOOuM

- MgCl; 10aSOmM
- Templado 1.0a 10,ng
- Tag-polimerasa | 25U

19



- oligonucleétidos 5.0a2100ng
- Volumen final de la reaccién 100ul |

- ciclos 25-35

- temperatura de desnaturalizacién (92-95°C)

- temperatura de apareamiento (40-55°C)

- temperatura de polimerizacién (72 °C)

Condiciones del Southern

La transferencia e hibridacién se realiz6 conforme al método
descrito por Hopwood et al. (1985). La sonda empleada se marco por "Nick
translation", con fésforo radiactivo.

Se realizaron hibridaciones empleando también una sonda biotinilada
la cual se biotinil6 por random primer; usando el sistema Bio-Prime
(GIBCO-BRL), se siguid el método propuesto por el fabricante del Sistema
Photogene (GIBCO-BRL).

CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA (TLC)

Extraccién del caldo de cultivo para deteccién de intermediarios

Ei medio de cultivo se ajustdé a pH de 1-2 con HCl, posteriormente se
extrajo con éter dos veces recuperando y concentrando la fase eterea.

Finalmente se resuspendié en un milésimo del volumen original y se
aplicé a una placa de gel de silice (F-254, Merck) con indicador
fluorescente.

Las fases empleadas fueron:
- Benceno:dioxano:ac. acético (9:2.5:0.4)
- Butanol:4c.acético:agua (80:20:20)

Extracccién_del_medio dee cultivo” para determinacién de mitomicina
y cinamamida '

En este caso se realiz6 de igual forma que para los intermediarios,
solo que con cloroformo.

La fase empleada para la cromatografia fue:

- cloroformo: metanol (9:1)
20



CUANTIFICACION DE MITOMICINA

Se tomaron muestras de los diferentes cultivos, se separé ‘élmicebliio
del medio de cultivo, en el cual se determiné la concentracién de
antibiético. ‘

Bigensayo

Se empled como microorganismo de prueba Bacillus subtilis. Consiste
en preparar cajas con microorganismo de prueba, en las cuales se colocan
discos de papel filtro previamente preparados con una alicuota de
sobrenadante. Dependiendo de la concentracion de antibiético se forma un
halo de inhibicién de crecimiento. El diametro del halo se mide y se obtiene
la concentracién del antibiético por interpolacién, utilizando una curva
estandar realizada con cantidades conocidas del antibiético.

Bioautografia

Este método se basa en el mismo principio del bioensayo, por
inhibicion del crecimiento de un microorganismo de prueba. En este caso se
separan los constituyentes del caldo de cultivo por medio de TLC, y
directamente se emplea la placa de gel de silice, poniéndola en contacto
con la caja y permitiendo que difundan los compuestos. De esta forma
mediante compuestos estandar, se comprueba la identidad del compuesto
que esta produciendo la inhibicién del crecimiento.

21



RESULTADOS Y DISCUSION

ASIMILACION DE FENILALANINA EN Streptomyces verticillatus

Los estudios de asimilacion de fenilalanina se iniciaron tratando de
elucidar si la fenilalanina amonio liasa presentaba un papel fundamental
en la asimilacién de fenilalanina como fuente de carbono (C) y/o nitrégeno
(N) en S. verticillatus, aparte de su papel en la biosintesis de cinamamida.
Este papel catabdlico habia sido sugerido en otros trabajos, sin
demostrarse (Orndorff et al, 1988; De Boer et al, 1991).

Con los datos anteriores se formuld la siguiente hipétesis de trabajo:
si la PAL de S. verticillatus, tiene una funcién catabblica, entonces
deberia ser posible aislar mutantes incapaces de utilizar fenilalanina,
afectadas en PAL. Posteriormente por complementacién a partir de un
banco genémico, se podria seleccionar una clona con gen que codifica para
esta enzima.

TABLA II. Caracteristicas fenotlplcas de S. verticillatus en
medio minimo sélido

FUENTE DE CARBONO FUENTE:‘ D,E : NiTROGENO CARACTERISTICAS

fenilalanina fenilalanina= - - colonias sin micelio
Thai o aéreo P
fenilalanina ~(NH4)2SO4:_:‘1‘ 277 colonias sin’ ﬁwjycél_io

glucosa -fenilalanina =~

glucosa ;(N,H>4)2‘SQ4,, e ‘“pcolonlas con mlceho
A ; x,,uaéreo, con ‘esporulacion

ninguna ninguna- - ,"sm crecumlento
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En la tabla 1I se pueden observar las caracteristicas fenotipicas de
las colonias crecidas en medio minimo sélido. Solamente se obtuvo un
crecimiento vigoroso, con formacién de micelio aéreo y esporas, en los
cultivos con glucosa y amonio como fuentes de C y N respectivamente. En
los cultivos con fenilalanina como fuente de. ‘carbono, el crecimiento fue
menor y aunque las colonias desarrollaron mlceho aéreo éste no fue - capaz
de esporular. En el caso de femlalamna com fuente de C y N 0 ‘como

algo de crec:mlento ‘
Los experimentos antenore" ]
objetivo de cuantificar el crecimiento

cultivos con fenilaléh'nr
crecieron.

terialy metodos
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Efecto del 4acido fenilpropi6lico (PPA) en el crecimiento
deStreptomyces verticillatus.

E! PPA es un analogo del acido trans-cinamico (uno de los productos
de la desaminacion de la fenilalanina). Tiene la capacidad de inhibir la
actividad de la PAL en algunos organismos.

En la levadura Rhodotorula glutinis, este compuesto a una
concentracién de 100uM, inhibe el crecimiento en cultivos con
fenilalanina como fuente de C y N, permitiendo obtener mutantes
resistentes, con la capacidad de crecer en estas condiciones, las cuales
sobreproducen la enzima (Orndorff et al., 1988).

En Streptomyces verticillatus, se realizaron estudios con este
analogo, con el objetivo de emplearlo para la obtencién de mutantes
sobreproductoras de PAL, seleccionando en cultivos con fenilalanina como
fuente de N.

En estudios in vitro, con extractos celulares de S. verticillatus, el
PPA produce una inhibicién del 96.54% de la. actlyldad PAL (Tabla III ).

TABLA III. Efecto de analogos de fenilalanina (p-fluorofenilalanina
PFP) y acido t-cindmico (PPA), en la actividad enzimatica in vitro. Ensayo
realizado con extractos crudos precipitados con sulfato de amonio al 80%.

SUSTRATOS % ACT. ESPECIFICA

Phe (5mM) 100
Phe+PPA(0.16uM) 3.46

PPA 0
Phe+PFP(0.9uM) 84.7

PFP* 50.7

* posiblemente el compuesto formado ‘sea: p- fluorocmamato que al
igual que t-cindmico, también absorbe 2 290 nm.
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En cuftivos en medio minimo liquido se adicion6 este analogo a una
concentraciéon de 100uM, como se puede observar en la Fig. (3A), no se
obtuvo ningin efecto sobre el crecimiento, ni aun en los cultivos con
fenilalanina como fuente de nitrégeno. Se aumenté la concentracién del
PPA a 25mM, observandose una inhibicion muy ligera del crecimiento en
los cultivos con amonio y glucosa. Sin embargo, en los cultivos con
fenifalanina como fuente de N, contrariamente a lo esperado, no se observa
ningin efecto del PPA, Fig. (3B).

Estos datos sugieren que la PAL no participa en la asimilacién de
fenilalanina, como se pensaba inicialmente. Otra posible explicacion a los
resultados obtenidos seria una falta de transporte del PPA al interior de
la célula. Sin embargo la inhibicion que se produce en los cultivos con
amonio y glucosa, y tomando en cuenta que la concentracién que se
requiere para inhibir in vitro la actividad PAL, es mucho menor a la
empleada en éstos cultivos, es posible que el resultado obtenido no se
deba simplemente a la falta de transporte.

Posteriormente mediante cromatografia en capa fina, se observé que
en cultivos con PPA, se inhibe la formacién de acido trans-cindmico y
cinamamida; lo cual podria explicarse por una inhibicion de PAL.

Efecto de p-fluorofenilalanina (PFP) ‘én el crecimiento de
Streptomyces verticillatus.

La p-fluorofenilalanina es un analogo de fenilalanina, empleado en
este estudio con el objetivo de obtener mutantes resistentes en S.
verticillatus, que de manera similar a Rhodotorula glutinis, tuvieran
mutaciones regulatorias que afectaran la expresion de PAL (Kane y Fiske,
1985).

El efecto de inhibicién del crecimiento que causa PFP en levaduras
posiblemente se debe a que PFP es utilizada por PAL para dar un
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compuesto toéxico, el p-fluorocinamato. Es importante mencionar que
también es un inhibidor de Ila DAHP sintetasa (primer enzima de la
biosintesis de aminodcidos aromaticos); sin embargo en levaduras se
presentan dos isozimas que no son inhibidas por este compuesto, lo que
favorece la hipotesis de que el p-fluorocinamato sea el inhibidor del
crecimiento. En el caso de actinomicetos se sabe que solo presentan una
DAHP sintetasa, la cual podria ser inhibida por PFP (De Boer, 1991).

Se realizaron estudios in vitro con PFP en extractos celulares para
determinar su efecto sobre la PAL. Se observd una inhibicién del 15.3% de
la actividad, ademas esta enzima es capaz de emplear el PFP como
. sustrato convertiéndolo posiblemente en p-fluorocinamato (TABLA III).

En cultivos en medio minimo, la adicién de este analogo ocasiona un
efecto inhibitorio del crecimiento en cultivos sin fenilalanina. En la Fig.
4(A) se puede observar el efecto de PFP en medio sélido. Concentraciones
de 5 mg/ml inhiben totalmente el crecimiento. En medio liquido el
comportamiento es similar y la inhibicibn es revertida casi
completamente por fenilalanina, (Fig. 4[B]).

Se realizaron varios experimentos de mutagénesis, empleando como
mutidgeno NTG (N-metil-N-nitrosoguanidina); sin embargo no se obtuvieron
mutantes resistentes a PFP. La explicacién a ésto podria ser que no se
manejaron las condiciones adecuadas, aunado a la dificultad de trabajar
con micelio fragmentado en lugar de esporas, ya que como se menciond en
material y métodos, la cepa empleada presenta cierta dificultad para
esporular.

La mutantes esperadas, resistentes a PFP, posiblémente serian de
dos tipos; las que acumulan fenilalanina: porque pierden la
retrorregulacién de la DAHP sintetasa (primer enzvma en la blOSInteSIS de
aromaticos) y las PAL (-), que por carecer de esta enzima, no lo
transformarian en p-fluorocinamato.

Otra parte de la seleccién consistiria en dlferenCIar los dos tipos de
mutantes, para lo cual se pensaba cre as en medio minimo con
fenilalanina como fuente de nitrégeno; las | fueran incapaces de crecer
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muy probablemente serian PAL (-), lo cual funcionaria en caso. de que-la
PAL fuera responsable de Ia asimilacion de fenilalanina.

Debido a que varios resultados
responsable de la asimilacién de*:fenilalanina
continué la estrategia planteada éntéribrmehte

FENILALANINA . FENILPIRUVATO *. FENILACETATO: . HOMOGENTISATO

GOOH :
GHa ~ ' ,
1 . “+ RN
GO .. [ B
TCHy T CQOH' :
MALEILACETOACETATO _ACETOACETATO T ', ACIDO MALEICO

kFlgura S. RUTA CATABOLICA DE FENILALANINA EN S setonu (Pometo Ill y -
Crawford 1985) L : : : .
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Se hicieron extracciones de sobrenadantes de cultivos con medio
minimo y fenilalanina como fuente de nitrégeno, los cuales se analizaron
por TLC. Los compuestos identificados fueron el acido fenifacético y el
4cido homogentisico; no fue posible identificar si se formaba
fenilpiruvato debido a que el estandar contenia otros compuestos
contaminantes. Se demostro la existencia de de la enzima homogentisato
1,2-dioxigenasa, enzima que rompe el anillo aromdtico del acido
homogentisico convirtiéndolo en maleilacetoacetato, mediante la
cuantificacion espectrofotométrica de este compuesto (Crawford, 1975;
Sutherland et al,, 1981).

Al demostrar de una manera indirecta que la PAL no participa en la
asimilacién de fenilalanina, y que posiblemente la ruta del homogentisato
sea la que act@a para catabolizarlo, surgié la pregunta: ;Qué funci6n
desempefia la enzima dentro del microorganismo y para qué presenta 1a
actividad PAL?.

Induccién de la fenilalanina amonio liasa

La fenilalanina amonio liasa de §. verticillatus es una enzima
inducible como se observa en la Fig. 6, al igual que la mayoria de las PAL
descritas. Como anteriormente se menciond participa en la formacién del
acido trans-cinamico, el cual a su vez es transformado a cinamamida, un
compuesto considerado como metabolito secundario. De aqui surge la
pregunta de si ésta es la Unica funcién de PAL en el microorganismo.

Estudios con &cido trans cmémlco en cultivos tanto en medio
minimo como en medio rico dem restran que éste compuesto es un
metabolito que inhibe el crecnmlento ‘deS. verticillatus, lo cual sugiere
que cuando se produce por la PAL debe ser transformado a cinamamida
rapidamente.
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ACTIVIDAD PAL EN OTROS Streptomyces

Es conveniente hacer notar que la PAL no se presenta en procariontes
excepto por S. verticillatus y Bacillus polymixa; en este (ltimo sélo
existe un reporte aislado de la actividad de esta enzima (Shetty et al,
1986). Se ha buscado en otras bacterias como Streptococcus faecalis y
Escherichia coli (Young et al., 1966) y no se ha observado. En este estudio
se buscé en otros estreptomicetos (Tabla IV)

TABLA 1V. Presencia de PAL en diversosStreptomyces

Microorganismo Actividad Produccién de -
mitomicina B

S. lividans R
S. coelicolor -

S. griseus

S. phaeocromogenes

Streptoverticillium sp.

S. verticillatus

Streptoverticillum sp), cercano fllogenetlcamente a S. vert/CIIIatus que
también produce mitomicina. Esta relacién filogenética podria explicar la
presencia de la enzima, sin embargo no se puede descartar la posible
relacién entre la produccion de mitomicina y la actividad PAL.

POSIBLE RELACION ENTRE LA PRODUCCION DE MITOMICINA Y LA
PRESENCIA DE LA ENZIMA FENILALANINA AMONIO LIASA.

La ruta biosintética de la produccién de mitomicina no ha sido
elucidada completamente, aunque se sugiere que algunos pasos sean
similares a la ruta biosintética de la rifamicina, un antibiético que
pertenece a la familia de las ansamicinas, del cual se cuenta con mayor
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informacién (Hornemann, 1981). Este grupo de antibiéticos tienen un
intermediario comtin, el acido 3-amino-5-hidroxibenzoico (C7N), derivado
de la ruta del shikimato o ruta de biosintesis de aminoacidos aromaticos.

Se sabe que la regulacion de la biosintesis de aminoacidos
aromaticos se presenta a diversos niveles. Uno de los puntos de regulacién
mas importantes se presenta a nivel de la primera enzima de la ruta
biosintética, la 3-deoxi-D-arabinoheptulosonato-7-fosfato sintetasa
(DAHP sintetasa). Existen numerosos reportes en los que se ha observado
que la regulacion de la sintesis de antibidticos en esta familia se
presenta a nivel de esta enzima y que los aminoacidos aromaticos
intervienen de manera importante en dicho control (Chiao, et al, 1988;
Tianhui y Chiao, 1989).

Con estos antecedentes se Ilevaron a cabo experimentos para
determinar si se presentaba algun .efecto sobre la biosintesis de
mitomicina, ejercido por los ammoamdos aromaticos, especificamente
por fenilalanina. Los estudios de 'f'producuén de mitomicina se realizaron
inicialmente en medio minimo y- posterlormente suplementando éste con
extracto de levadura (0.1%) ypasammoacndos (0.2%), para favorecer un
mejor crecimiento. En estas:‘}édndiciones, en cultivos con amonio y
glucosa, la mitomicina 'se produce en la etapa estacionaria del
crecimiento, a partir de las 48 h del cultivo (Fig. 9).

Como se puede observar en la Fig. 10, ia fenilalanina present6 un
efecto negativo sobre la produccnon de mitomicina al igual que el
triptofano. Los reportes existentes con respecto a la regulacién de la
DAHP sintetasa en actinomicetos muestran ejemplos de regulacién por
medio del triptofano, sin embargo no podria descartarse la regulacién por
medio de la fenilalanina como se observa con otros organismos.

Estos resultados nos llevaron a pensar en un posible modelo de
regulacién de la biosintesis de mitomicina en el que intervinieran la
fenilalanina y la fenilalanina amonio liasa (Fig.11). Este modelo se
sustenta en la observacion de que la fenilalanina amonio liasa
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posiblemente sea una enzima de metabolismo secundario de igual manera
que la produccién de mitomicina.

Si en algin momento del crecimiento de S. verticillatus se
presentara una acumulacién de fenilalanina, habria un efecto negativo
sobre alguna de las primera tres enzimas de la biosintesis de aminoacidos
aromaticos, que también intervienen en la formacién del intermediario de
la sintesis de mitomicina, el 3-amino-hidroxibenzoato, lo cual afectaria
la produccion de este antibiético. Este incremento en la poza intracelular
de fenilalanina permitiria ta induccién de la fenilalanina amonio liasa,
transformando este aminoacido en acido trans-cinamico, el cual a su vez
se transformaria en cinamamida. Este proceso debe ser eficiente, ya que,
como se menciond anteriormente, el acido TCN es téxico para S.
verticillatus.

La canalizacién de fenilalanina a cinamamida evitaria una posible
retrorregulacién de alguna de las primeras tres enzimas de la ruta del
shikimato, favoreciendo la produccion de mitomicina.

Para comprobar esta hipdtesis, se probaron Vé’rios compuestos que
afectan la actividad de la fenilalanina amonio: liasa.-Estos experimentos
se realizaron en medio minimo, controlando que todos los cuitivos
alcanzaran un crecimiento similar, para evitar:un efecto de éste.

Como se puede observar"én‘ a i:ldd vfenilpropiélico (PPA)
ejerce un efecto negativo: sobr a e mitomicina. Como se
habia mencionado anterlormente éste’compuesto nhlbe la actividad PAL
un 95%. '

s un inhibidor de PAL y
icina.

El 4cido trans-cinamico (TCN),
ejerce un efecto negativo sobre la §intesn

El analogo de fenilalanina,: pﬂ orofemlalanma (PFP), como se
mencioné anteriormente es un mhlibldorf'{' de la- DAHP sintetasa de
numerosos organismos y en és_te casoejerce un efecto muy marcado
evitando que se produzca el antibiotico, =~
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La cuantificacién de la produccion de antibibtico se realizé por el
método de bioensayo y se comprobé la identidad de la mitomicina por
medio de cromatografia en capa fina. Ademas se realizaron bioautografias
para comprobar que la inhibicién del crecimiento se debia a la mitomicina
y ho a otro compuesto intermediario.

En los casos descritos anteriormente (Fig. 10), muy probablemente
se incrementa la concentracién intracelular de fenilalanina, evitando su
transformacion en TCN y cinamamida; afectando alguna de las tres
primeras enzimas de la biosintesis de aminoacidos aromaticos, evitando a
su vez la formacién del intermediario 3-hidroxi-aminobenzoato. La enzima
que mas probablemente juegue un papel determiante, es la DAHP
sintetasa, ya que existen numerosos reportes en los que tanto Ia
regulacién de la biosintesis de aminoacidos aromaticos, como la
regulacion de la sintesis de antibidticos relacionados, se lleva a cabo a
nivel de esta enzima.

Resulta interesante hacer notar que en el caso de los compuestos
que inhibieron la actividad: PAL, también se inhibi6 la sintesis de
cinamamida lo cual se comprob6 por medio de TLC, excepto en el caso de
la adicién de TCN, al contrario se incrementa como era de esperarse. Estos
resultados apoyan la posible funcién de la PAL en la regulacnon de la poza
de fenilalanina y consecuentemente del d "Ia “sintesis de
mitomicina en etapas tardias de crecimiento. S

En el caso de S. antibioticus, organ's‘ oductor de antibi6ticos
con precursores aromaticos, se presenta rta mhnbncnon por triptofano a
nivel de la DAHP sintetasa (Murphy y: Katz, 1980). En el caso de
Streptomyces sp 3022a, productor: decloranfenicol, un antibiético que
también presenta un precursor derivado ‘de la ruta del shikimato, se
observé que la DAHP sintetasa se induce en la etapa exponencial de
crecimiento justo antes de la produccién del antibiotico (Lowe y
Westlake, 1970). En S. antibiotucus  se presenta cierta represién por
triptofano a nivel de esta enzima.
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Es muy importante hacer notar que en Nocardia mediterranei, un
organismo productor de rifamicina, con el intermediarioc aminobenzoato;
se presenta cierta regulaciéon a nivel de la DAHP sintetasa, por la accién
de los tres aminoacidos aromaticos (Gygax, et al, 1982). Curiosamente
también se ha observado que este microorganismo presenta una ruta de
asimilacion de fenilalanina igual a la propuesta para S. verticillatus
(DeBoer, et al.,, 1989).

HISTIDINA AMONIO LIASA (HAL) DE Streptomyces verticillatus.

Con el fin de clonar el gen estructural de la fenilalanina amonio
liasa se intentaron otras estrategias basadas en la homologia que
presentan a nivel de aminoacidos algunas PAL y HAL de diversos
organismos

Inicialmente se intentd mediante la técnica de PCR (reaccién en
cadena de la polimerasa), amplificar un fragmento que se pudiera emplear
como sonda homologa para la deteccion del gen de PAL. Se disefiaron
cuatro oligonucleétidos degenerados con base en la homologia con HAL y
PAL y tomando en cuenta el uso de codones de Streptomyces (Fig. 12),
como se puede observar, hay regiones en las que las dos enzimas
comparten aminoacidos conservados y regiones en las que solamente se
comparten en las PAL. De esta forma se intentaba amplificar
inespecificamente la HAL y especificamente la PAL. Se tomaron en cuenta
las secuencias de aminoicidos reportadas en ese momento; sin embargo
actualmente se cuenta con mas secuencias- - de aminoacidos,
correspondientes a fenilalanina amonio liasas de plantas. <

Se requeria saber si S. 'verticillatus contaba con actividad de
histidasa, para lo cual se hicieron pruebas de actividad de ‘histidasa en
este microorganismo. Como se- puede observar en-la Tabla V, S.
verticillatus presenta una actividad HAL que le permite crecer en medio
minimo con histidina como fuente de carbono y nitrégeno (Fig. 13).
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F;gura 13. As1m1lacnon de histidina en 8. verticillatus. La simbolo-
gia indica las diferentes fuentes de C y N empleadas, se realizé en
medio minimo como se indica en material y métodos.

Tabla V;fActi,vi'dad de histidasa en S. griseus y S: verticillatus

_S. griseus S. verticillatus

CULTIVO i PAL’ HAL CUPAL b HAL

S omU GoemU mU
NHg GLU | - 0
HiIS - - 83.2
HIS, GLU - ND
HIS, PHE - 28.0
PHE, GLU - 0
PHE - ND
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Con estos antecedentes se realizaron numerosos intentos de
amplificar alguna secuencia especificamente, empleando DNA de S.
verticillatus y de S. caespitosus (que también tiene actividad PAL). Se
obtuvieron amplificaciones inespecificas, por lo que se variaron los
diferentes parametros que se sabe influyen en la reaccién como son:
concentracion de cloruro de magnesio, concentracion de nucleétidos,
concentracién de los templados, niimero de ciclos, asi como su duracién y
las temperaturas de alineamiento y desnaturalizacion. El parametro que
resulté6 mas importante para este DNA fue fa concentracion de MgCl, (2.5
mM), lograndose obtener amplificaciones que no eran del tamafo esperado
pero que repetian consistentemente. Posteriormente se les hizo un
"Southern" con un fragmento interno del gen de histidasa de S. griseus, y
no se observo hibridizacién.

Contando con el gen de histidasa de S. griseus, clonado en el
plasmido pKK501 se hicieron pruebas de PCR con este DNA y de igual
manera que con el DNA cromosomal de los organismos descritos
anteriormente no se logré obtener una banda especifica y del tamafio
esperado.

Las razones por las cuales se piensa que no se lograron observar
amplificaciones especificas son las siguientes: el empleo de
oligonucleétios degenerados disminuyd la probabilidad . de amplificar la
secuencia de interés. Aunque dentro de la mezcla de secuencias existia la
capacidad de hibridar con el gen de histidasa de S. griseus, tampoco se
pudo amplificar esta secuencia a partir del DNA cromosomal, ni aln
empleando el DNA del plasmido pKK501, que contiene el gen de histidasa.
Otra causa pudo ser la dificultad que existe de amplificar DNA de
Streptomyces por su alto contenido de G+C (mayor a un 65%), y que las
temperaturas empleadas no fueran las adecuadas. Por Gltimo no se puede
eliminar la posibilidad de que los oligonucledtidos estuvieran mal
disefiados o que hicieran falta ensayar otras condiciones de reaccion.

Como se mencioné anteriormente se contaba con el gen de la
histidasa de S. griseus y ademas de emplearlo como control en las
reacciones de PCR, se intentaron hacer hibridaciones con el DNA de S.
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verticillatus y un fragmento interno del gen de histidasa (750 pb), que al
parecer comparte homologia a nivel de aminoacidos entre las HAL y las
PAL. Como controles se emplearon el DNA de S. griseus del cual se cloné
el gen de histidasa empleado y el DNA de S. coelicolor que también
presenta actividad HAL. Ya que se demostré que S. verticillatus
presentaba actividad de histidasa, se esperaban obtener al menos dos
bandas de hibridacion, una correspondiente a HAL y otra a PAL.

Los experimentos de hibridacién tipo Southern se realizaron
marcando el fragmento empleado como sonda con 32P o biotinilandolo. En
los dos casos los resultados fueron similares, como se puede observar en
la Fig. 14, s6lo se obtuvo una banda de hibridacién con el DNA de S.
verticillatus y mucho mas tenue que las bandas obtenidas con S.
coelicolor y S. lividans. Se asumié que esta banda pertenece al gen de
histidasa de S. verticillatus y no al de PAL. Se probaron varias
condiciones de severidad en los lavados de los filtros con el DNA fijado,
sin embargo bajando mucho la severidad del lavado no se obtenian bandas
definidas, por lo que se decidieron probar otras estrategias de clonacion.

Como se menciond anteriormente recientemente se han reportado
varias secuencias de aminoacidos de PAL de diversas plantas. Se realizb
un alineamiento y como se puede observar en la Fig. 15 (A), se pueden
distinguir varias familias, de éstas se tomé un representante y se hizo
un alineamiento con las secuencias de aminodacidos de las diferentes
histidasas reportadas hasta el momento (Fig. 15(B)). Es evidente que la
histidasa de S. griseus, es mas semejante a las PAL que a las otras
histidasas, y que como propone (Taylor:.et al, 1990), posiblemente la
fenilanina amonio liasa surgi6 de HAL o 1 ancestro coman,
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Figura.14. Hlbndacxon de .DNA cromosomal de diferentes especnes de
Streptomyces, con . un; fragmento -interno. del gen de histidasa.de
Streptomyces - griseus:. _Carriles” 1) ‘marcador, 2) BamH1 (S. gr/seus) 3)Kpn
(S. griseus); 4):Kpn: (S‘ coe/tco/o;) :5)BamH1 (S.. //V/dans), 6)Kpn (S
l/wdans) 7) BamH1 (S vert/c1//atus) 8) Kpn (S vertIC///atus)



[:::::_Pnnx LYCES

PALS_LYCES

. PA 1‘SOLTU

- pPALY_MEDSA
= PAL1_SOYEN
~"PALZ_PHAVU
PAL1_PETCR

~ PALZ_SOLTU

PAL3_PHAVU

PALY_ORVYSA

. PAL1_PHAVU

.PALV_RHORB

PALY_HALDO -

‘[ 2] PALS5. LYCES
[3] PAL1:SOL
[4] PAL1.-TOB
['51 PALY-IPOB
[ 6] PAL1:PEA Pisurr
LY PALY MEDSA Med/caco sativa (ALFALFA)725 res:duos
"[.8] PALT: SOYBN Glyclne max (SOYA)713 residues. ..,
-[.9] PAL2::PHAVU Phaseolus vulgaris (FRIJOL) 712 residuos. g
~[10} PAL1_PETCRPetroselinum crispum (PEREJIL)716 residuos. )
111 PALZ ~SOLTU, Solanum tuberosum (PAPA)590 residuos. “:
[12] PAL3_PHAVUPhaseolus vulgaris (FRIJOL)710 re51duos
[13] PALY_ORYSA Oryza sativa (ARROZ)701 residuos.” :
[14] PAL1_PHAVUPhaseolus vulgaris (FRIJOL)(FRAGMENTO)SOG resrduos
“[15] PALY_RHORB Rhodotorula rubra (LEVADURA):7.13' residuos:
[17]PALY_ARATH Arabidopsis thaliana ( FRAGMENTO 240 re5|duos

tuberosum (PAPA)720 residuos.: -
abacum (TOBACO)715 rcsmluosk :

——PALY_ARATH

e as secuencms de
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PALY_ARATH

—— PALY_RHOTO

FALY_RHORB

_'AL1_SOYBN

rAL1_SOLTU

HUTH_BACSU

HUTH_PSEPU

HUTH_RAT

- [-3]. PALYZ RHORB Rhodotorula rubra (LEVADURA):7:13" resnduos e
‘[.4) PAL1:PHAVU Phaseolus vulgaris (FRIJOL) 712 re5|duos o
[ S]'PALT-SOYBN Glycine max (SOYA)713 residuos.: . 7.
lt' 6] PAL1-_SOLTU Solanum tuberosum (PAPA)?ZO resudu S
[
[

7] HUTH_BACSU Bacillus subtilis 508 residuos, =

8] HUTH_RAT Rattus norvegicus (RATA) 657 residuos- -

9] HUTH_PSEPU Pseudomonas putida 509 residuos
[10] HUTH_STRGRStreptomyces griseus 516 residuos
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PURIFICACION DE LA FENILALANINA AMONIO LIASA

La purificacion de PAL se realiz6 con el objeto de secuenciar el
extremo amino terminal de la proteina y disefiar un 'ohgonucleotldo

observar en la Fig,
muy pocas bandas

PROTEIINA" i FACTOR DE

CONDICION | VOL.INICIAL] VOL.FINAL ;
(mt) {mi) (mg/ml) (mU7/m PURIF
EXTRACTO { 16.8 16.0 21. 01 |:49: e

CRUDO
(NH4)2504 4.0

50-70%
SEPHACRYL 15.0
S-300

3.0 26.8"

CENTRIP. 1.7
C-100
DEAE-CEL 0.7

SEPHACRYL, 1.5
S-400*

e encontraron

los sngunentes
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PURIFICACION DE PAL

La purificacion de la PAL levo a cabo con el fin de ob—:;
tener la secuencia del amino terminal e intentar, por me-
dfo de una sonda, olonar el gen estructural de la enzima.
Los avances se muestran en el SDS/PAGE, empleando diferen—
tes resinas cromatograficas.
1.— extracto crudo
2.~ precipitacion con sulfato de amonio (50-70%)
3.— tiltracion en gel en Sephacryl S-300
4.— concentracion con centriprep—loo
5.— marcador de peso molecular .
6 — cromatografia de Lntercambio iomco (DE‘AE—celulosa) )

.~ filtracion en gel en. Sep i S

posible PAL

Figura 16. Ejem'p:lo;_de‘Euriﬁcaéic’):h:; PAGESDS



La enzima presenta un pico de actividad durante un periodo de
tiempo muy corto como se menciond con anterioridad. Ademss, resulta
dificil monitorear la etapa de crecnmnento'en’l cultivo. :por absorbancna
debido al tipo de medlo empleado para la produccuon.derla nzima.

- La cantida\d
pequefia con respect
se parti6 de volumen

proteinas mtrace

aprecmr la bandé correspondlente a PAL‘

x
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A) PAGE-SDS

B) Inmunoblot.

SDS ‘PAGE h e U BlBLigy [ 9

INMUNOB LOT

s et o e A e e mag

T 2 3 4 5 6 7 8 .9 10

PURIFICACION DE PAL Y DETECCION POR MEDIO
DE ANTICUERPOS ANTI-PAL (Rhodotorula)
SDS/PAGE

1.— EXTRACTO CRUDO S
2.~ PREC. SULFATO DE AMONIO (50~70%) - .

3.~ FILTRACION EN GEL (sephacryl s—300)

4.— DEAE— CEL ( GRADIENTE NaCl 2— 4 M)

. 5.~ AGAROSA-FENILALANINA : 49
6.— MARCADOR DE PESO MOLECULAR ' '
7.— PAL Rhodotorula

-’ - b .

Figura 17



Debido a que la cantidad de proteina necesaria para la secuenciacién
del extremo amino terminal es muy superior a la alcanzada en los Gltimos
pasos de purificacion se intentd otra estrategia para la clonacion del gen
de PAL.

Produccién de Anicuerpos anti-PAL de Rhodotorula

Se intentd probar otra estrategia que permitiera la clonacién del
gen estructural de la fenilalanina amonio liasa de S. verticillatus, basada
en la semejanza a nivel de aminoacidos y posiblemente también a nivel de
estructura de las diferentes PAL que han sido descritas. Esta estrategia
consistia en obtener anticuerpos anti-PAL de otro organismo que pudieran
cruzar con la PAL de S. verticillatus y permitieran identificar empleando
un banco de genes expresado en un vector Agt11, una clona positiva que
llevara el gen de PAL.

Estos anticuerpos se hicieron contra la PAL de Rhodotorula glutinis
porque es la proteina que: staba disponible  comercialmente y
semipurificada. Se obtuvieron los anticuerpos con un titulo de 1:36000.
Cruzaron practicamente con ‘u‘na ola: nda de la mezcla de proteinas de
las que se partié, sin embargo ntlcuerpos daban una sefial muy baja
con la PAL de S. vert/c1//atus\y ,_arlas bandas con otras proteinas de un
extracto celular de este mlcroorganlsmo Incluso el suero preinmune de
conejo cruza con algunas bandas de un extracto celular.

Los resultados anterlores haCIan poco factible el poder seleccionar
una clona positiva especifica que: llevara el gen de PAL, ya que igualmente
se obtendrian falsas positivas.

Estos anticuerpos nos sirvieron para identificar en un extracto
purificado la proteina de nuestro interés. Incluso se han empleado en
otros estudios para identificar otras PAL de plantas ya que, como se
mencioné si tienen la capacidad de cruzar con otras enzimas aan sin ser
de la misma especie. ‘
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CONCLUSIONES

- Streptomyces verticillatus utiliza la fenilalanina principalmente

como fuente de nitrégeno.

- Estudios con analogos de fenilalanina’ yfa'c;%}t-;cliné'ihi'éd"sugieren
que la PAL no es la responsable de dicha asimilacien. -

- Se identificaron los intermediarios y una de Ias enznmas de una
posible via de asimilacién para la fenilalanina; la via del homogentisato. -

- La PAL es una enzima inducible por fenialanina en este
microorganismo, y su maxima actividad se presenta en la etapa tardia del

crecimiento exponencial.

- Ademas de S. veticillatus, la actividad PALI"soI" éhcontré en

Streptoverticillium  (antes 'S. _CaespitoAs;us')‘ o también
productor de mitomicina. v ] i v

- Por medio de antlcuerpo
correspondiente a la PAL de
mostrando que las subdnidadgs’

molecular de aproximadamente 55 kDa

- Empleando un fragmehtd'iﬁf‘érn “de a de . S. griseus
se identifico el gen de histidasa de S. ver ici Iz S
- En cuanto a la produccién de. mlto E}s%rvzado que la
fenilalanina, triptofano y p-flourofen;lala n resentan un efecto

negativo, disminuyendo notablemente Ia produccnon del antibiético, lo

cual posiblemente se deba a un efecto sobre la DAHPS. v
- También se observé que el ac t-c an co y.su analogo el ac.
fenilpropidlico (inhibidores de PAL), tamblen\, eJercen un efecto negativo

en cuanto a la produccién de mitomicina - i
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