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RESUMEN 

La fenialanina amonio liasa (PAL), es una enzima que cataliza la 
desaminación no oxidativa de'feriilalanina, formando .ácido.tráíls-C:inámico 
y amonio (Fig. l ). Esta éryzima es9e gran importanda'.á'.nivel)ndústrial ya 
que se. emplea en la.•,pú>diJ~ciól} de: fenilalanj11a;·, aqemái~''fle::·;terí~r una 
aplicación médica eri el trátarriiénfoy diagnóstico de la\fonilceton'urial ~ · >. 

: , · . .-·.·::::}~~'. (· :.'.:?~>>.":?-\~ . . ;\·:· . .-::z .. ·>. ·: !":·!·.·:<:·:.:->;;·. ))_~: .. ~.·~:~t-·: ,\:::¡Y::·<:~:-J>,.:;.~!;.-,,~~::;":t:::%::·'.·\~:·_~::t ·;· >_,· 
La presencia .de es.ta :enzi111~ ·há''s.idó xeportada:',e1J''.-Plj3(lta~;¡;algunas 

levaduras y hongos .supericff~·5;p~Ery'.'i;:pf~'cário'ntés; ·e;s,0.láry1~.ñfé[há · sido 
descrita en Streptomyces· verticill~fú~;; Y'.'Biicilfüs.Ipolirnyxa l;~f( es-te' úLtimo 
en un reporte aislado). ·•::. -<~~. "'->. ·:'·' '"•• ,,, .. ., · ·· :, ".0•é : ·" · ·:.:;,-; >.•'·• ::;{:: º· 

. ·- ' .. \' . -., ,:· <': .. ,,,: ''t.· 

Presenta diferentes,. fÚri~ioh-€s:'eH{ ré:i's f~i~.e.r;.95 ;!;6Fg'il,ríismos;.,·· ... En 
plantas es fundamental en tia (pró,guccióríy'de 'cór-,1pü~stós ~coÍf¡o '.. IJgllina, 
formando parte del rrief~bo}!srnp [,s,E!~.~ri~.ario; ;~n ~)E!yá'.d~fa{J; preseci_ta un 
papel catabólico, permitiéndoles créceraeri"Efe'hilal.ánina 'c9mo;~f.uénte.de 
carbono y de nitrógeno:.·;Ehf§ __ VJ~pfc)rriyfe~)r}e~ti~Í/l,ffüs~)j ~(,'.{{es~_~lara su 
función, por lo que una ~pa'rt:e~:cje;~esJ~. '~sfü.dio':s~}eñf~có':a "elúCid.ár el' papel 
que desempeña en el. meta?oliifrT10'.'~é ,est'fmifrQ()r9a,Nsrl1o: ( .· ... ·.·•· , .· 

de ma
5
nee :~;~~~~~;e~~·:l~•~n:~~·~~~t~J¡:[;~g\~~;1~~~fi~~t¡t~~u·~~,Af ~~;·~~~t~ci ~! 

carbono y/o n1trogeno,"defrpane~a¡sir11ilara,·,lo~que 0 s,e;·o,b,?erva·,·en;:levaduras. 
Los resultados ob~enidc#'.cobiihrii~idÓr.es(d~:JciÜ~rizi'ín'a::s)Jgi~f~n};que'fsta'rio 
participa en ·· d,,icliao'a'similació'r( /fAdem~s.ise·:,(demosfro;·~;·media6te:.· la 
identificación ... de.~Jn!é'rrnediari§s/aéila é!.e9rid?cióñ·,df:terii1a1ahiry'af que• .. en 
s. vertici/latu~ ;~e-r:irés~nfa'; o~ra'\ rütá,'icátabolica pára''.la'.;a'simil~ción' de 

:::~;[~j~:~~~t ?i~~i;;~{/;;il~~~~f~;~:~:~:,;l:1~:~6qu~e: 
se· ...•.. b'Usco>;;aci:ividad!·:·d~> pfi.l"'6ii;}otr6iCmiemhros'éle1·'·género 

Streptomyc~s; .~ éncpQt{á nqós'e , sóla rnérite{"eijS/rep tg'(e'rtici/liu¡y,','sp:': (antes 
Streptomyces >ci/espitosus)'': . . un ; OrgánismO•·. cercano ·a ;s;'S' verticil/atus, . 
también prndUct°:P'éle1/a,nttbiótico'mit9111idna. · •. · •. ·> .•••.... ··.· .. ··· .. · > < .. ·· ... 

Se···· r~a1Íz~%~\~~ribs. ~)fp~rfr~eri~os>buyos·i re~ul~adb~» ~Ugie;ren\ cierta 
relación entre .1a• sí,ntesis de mitórnicina .. Y, la\activiaád ·· PAlta llivel de la 
formación.del intermediario .ácido 3-amiho hidróxibenzÓico; 



Con la finalidad de lograr la sobreproducción de la PAL, se 
intentaron varias estrategias para la clonación del gen codificador de la 
enzima. Una de ellas fue la purificación de la enzima, alcanzándose 
factores de purificación muy altos; sin embargo la cantidad de enzima 
purificada fue muy pequeña, lo que imposibilitó la secuenciación 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 inespecíficas. 

Con base en las secuencias conservadas, a nivel de aminoácidos, de 
diversas PALs y aún con la histidina amonio liasa (HAL), se diseñaron 
cuatro oligonucleótidos, con el objetivo de emplearlos para amplificar un 
fragmento, mediante la técnica de PCR, que pudiera emplearse como sonda 
homóloga. No fue posible amplificar una banda específica correspondiente 
al gen de PAL. 

Se intentó mediante la técnica de hibridación "Southern", emplear 
como sonda un fragmento inte.rno del gen de HAL de S. griseus para 
detectar al gen codificador de PAL. los resultados obtenidos muestran una 
sola banda de hibridación, que muy probablemente corresponda al gen de 
HAL de S. verticíllatus, ya que se comprobó que este microorganismo 
presenta actividad de HAL. 
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INTRODUCCION 

Streptomyces 

El género Streptomyces pertenece al grupo de los actinimicetos, 
eubacterias gram positivas, con un alto contenido de. guanina (G) y citocina 
(C) en su DNA. Estós organismos presentan un ~ cíecimiento miceliar, 
habitan generalmente en. el suel.o y.·. para·· su· nutri2iÓn/prodÜcen< enzimas 
hidrolíticas extracelula·r.es; tal~s •. C:pmo••····•cel~lasa'.i, •··lipa~as; ;•amilasas, 
proteasas y nuc1easas éc3~·º~ª~~!'ºvJ:Y;·'sr?ss,~1J~4)~:.· ·(:).·· < ¡.··> ·~! • . ·. 

~:c·:.~~;,:::;i~::r~~~1~~~~~~~~=i~:~1i5~~~~~l~~~~tr~~~~~;~~í::: 
para su nutrición. En r.espu~.sta. a ·;~na Jir:11itacióf'l •. •.de _r¡utri~r1tes;' eil rnice.lio 

~:~:~:v~. d:s;~~~~~~~~~~~1J~~S;Yr~~~%~i~~~i~;¡~¡~~dt~',~1'~~~~~~~~ 
condiciones nutriCÍónales, y·amblentales:c•-~decu'a}ias\g~r:minan;·(Cbater, 
1 9 84). -,, : '~(~ • '- ·-·'-,·:: ~-,-,• ;: •C.•~.' ,-,-~ ·,·. :.;.¡-~,'< '(e;_ "' • ·.~ ~··:\,~(~.·>,. :cj_/ :;)·/~.:~-~:": .. ~( "··>:: __ ,,__: • • 

::?:~,;- )~:.> '.' .. « • ·;:.:/;.:_~o/:~-: __ :·:,_.;.::. '• • • ~'· _;· 
'.::~; __ '.:'._ - -<·.:·_- ::-~{:" <: 

.·:·_:···_o-):;-_ "----- -;:.;F-~·-;· · ~-í;.· -

prod~~~ió~º~?;~6~l·~~i~i,m~~~~~1~~&i~f !~'~:~s;ri~s~d"y~~~;,.~'. 
ant1b1ot1cos,·"p1gment().~ 'X _cornP(J@Stos:··c;on muy,. diversas• .• ~~-t~uctUras. 
cchateryHopwt)ó'ci;ii~98<9y<·•~·.· >\ '..\.· :·._-. <· 0 ··•··• 

Los OSt;eJi~~¡t~~o~~p:e~e~tan U~a~~ri"n i mp~rt~~ci~ . d~ S~ft•i ~j. punto 

~:,Ii~~k~~tli/&~i!f ii~~~¡'~f~~fJ:;~~t~s!~~i~{~~¡ti~~~t;~d~ 
comerc;ialmente, ;el .4.0,'Vc>' pr()vienen·.· de, dicho• gé,ri,7ro;~incluyendo · .macr-ólidos, 
aminoglucó~ido's, antíaciclinas··y.tet'racicli~~s'(Qúeeijér ~t al.';1986).-.> . 

;-. ;-,-·;\, -~\.'· .. :t: ·:--~:. :.·": .. -_·;:;,, '.",' _,.-,.·. ~-'_'":;>«· (' --.. ·_.'.:' .. ::·_ ... ~·:,.;·;.·- ;\:··-- -~~::.:·.;<,t?.';::~·· .- '.'.- ~·",~·-,., .--· 

L.a ··· produc~ió~ . di{ .ªf1 ti~iótico~ .•. gerieral rriénte es .:U'nj·pr8c;eso •.·•.que 
demanda una':~ran ·c:a~tidad.+de<~íl'éfoíápara eÍ.or'gan(smb•!)rOdüJtoc En 
algunas oc'asione's se' requlere-n r;;as de veinte enzimas para "~intetizar ·.un 
antibiótico, .por lo éiue' resulta paradójico que sean dispensable's para el . . . 4 



organismo productor y que no presenten una _función aparente (Vining, 
1992) 

Streptomyces vertici/latus. e~.·. organismo prodJctardel; antibiótico 
mitomicina y otros metabo!ltos secundarios' co-mo ti~amamida. Posee la 
enzima fenilalanina amonio liasa, ob]cité§fri~ e'ste• esfúclio f~8ezanson et al., 
1970). 

Fenilalanina amonio liasa (PAL); E:c. :4j?1 :5,. 
" i.~y 

La fenilalanina amo ni¿ Jiasa, :{cataliia ··_la, desaminación de la 
fenilalanina formando ácido tÍans~ci~¿mico'-(TCN)'y amonio: 

,':>·, 

FENILALANINA 
-.• ACIDO> 

• ·TR_A_N.S-.CINAMICO 
AMONIO 

Figura 1. Reácción/enzimatic~ c~tali?ada por la-PAL 
(Abell y. Shen, }9,87:).· 

Esta e~zinia• es 'de gran, int<3r¿.s:indL'strial,·.···.principalmente para la 
producción· •ae:,jeiiilal~nina.0 A~e-6á~.de/:'5u -¿·plfcación médica• en el 
tratamiento y diagnóstico '.de'-'.la;.fenilcetoÍÍuriá: (lnou~ et al., 1986; Hoskins 
et al., 1980; Sch~fnér/ChCl.n.dler, l 988) ;/ ' ' 

::· ·: ·-" ·.!.» • .,_ ¿{:,;;: is.::-,,. ··:: ,., ··' 
.·.:-.·. -_. '-·· -~~-:~· -~-~- ,.,;,~ - .. :.~:~-. :._;:,· ·-.-;;.:~_-_-',-=~ ,.-~"' .. -.--

Función de la• PAl'~n:ios difererífo5'6rganÍsmós 
La p;\(_'· 'se i:eñ'cJen1:.r'a ~•!a'ri1'pliamente .. ·distribuí da . en ·plantas, 

desempeñando Gr1.-.• ~-ap~·1 _f~ndamen~a(;(Camm et a/.;l-_973).•.Es;·.la primer 
enzima •de' la.sí,nfe

1

sis .. ; de ,c()mpl1e~t8's :/feriilpr()p:a11oi,des-. 'corno. Hgnina, 
flavonoides .. y:compúéstos fenÓficos'(Orndcfrff > et .. ~f. \98.8)\<;Forrna ··parte 
del complejo rnetabolismo 'secundario de las plantas( por Ío qüe '5'e existen 
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numerosos estudios de su síntesis y regulación (Jangaard et á/., 1974 ). 
Recientemente se han clonado y secuenciado una grarÍ calltidad de genes de 
diversas plantas que codifican para esta enzima; 

,~:·.·,-. . ·,_,:·~. '.··.< 

~~~:~~~c~~:~:~f :,;i~~~if ~~{~f~~~~~~~lif~i~n~if ;j~~~,:~~~ 
fuente de carbono y nitr:óg~nq (Á_beÚ ei al~\· 19?q;~K~ne,1:ei'.~1.g19~aY ·Es·· una 
enzima inducible por fenilalabin~ }<tirosin'á: ' :: · ·· · · · · _;, • ' ., < · '• · 

~~!'.~}:·,.,.·<:~~,.::· .... :.;·>v'.·<· .. · .. :~; ·-:·:· :·.~~~: :· .. " .<:··.::-· .. ·-.·-·.,.::/·.,: ;\: ... 

El conocimiento 9% ·,1.~::~~p~1;~.5i~J1.g.~ ,t'.~ .~~P,:~a~;!~;Y~?Y1~:~:<E~?~~rm!_t'.dº 
obtener mutantes sobreprqductoras''.d,e:'esta'enzima:<E.lfacido,:fer:i1lprop1ol1co 

fü~I~~"f ;~~t~::~f f 1~~, f~~Ji1~~f l~~~~~í~~¡[ t{~~:~~~~ 
(Orndorff et al., 1988);;: ~;;. ·.• .. ·.•.· ·~·/ ''f';"' · "-f'" .: / 

~~:~~~:;;I~:~tf f I~~~~~jif {~f~~J~~~ti~If~~~~~~tt~!~~:~; 
compuesto-~e)~'cia' po.r;~una' p~rdida dé '1a ,¡r~trorregulación ele la primera 
enzima de J~: bi,6slritésisfdé 'amino'~ci8os aro.mát.icó's o bien por una pérdida 
en la indubibíud~~ d~ PAL:-< . .. . . · . 

En :fe\/~d~ras}s~:;sa.be que e~isten · tres isozi~as •de la primera enzima 
de la síntesis.'.d~1.~ro~rñ¿ti2'b~•y q°'e~soló_ u~na~d.e,~llas es inhibida por PFP. Por 
otro lado;;sefp'~séi:y6qÜe}esfa'enz-imapüe¿de emplear corno sustrato el PFP y 

transtor!llar.io ~{:P·;fiú,orocina.mato, córl"\pue~to-.qu_e ·poslblernente. sea un 

~~~;::fü~i~~I~~~~~!~~~~~í~f .f t~~i~¡~Eli~=f i~Jf i 
de fenilálanina 'd~ :a~citf~s,<. al. crecerja¿ s~ntigu~rr¡~nt'e; . 'por ',¿ .· que se 

6 



propone que la PAL también podría tener una función en la regulación de la 
poza de fenilalanina (Kane y Fiske, 1985). 

La PAL, no s~ encuentra ampliamente distribuída en procariontes; la 
actividad se ha buscado-eñ-Dco!FyStreptoá)ccús sin encontrarse (Abell y 
Shen, 1 987). Sola~en.1'.e ~xi~te·n reportes':-desu presenci~' en-'Stre¡)tomyces 
verticillatus (Be~~ri§on/ei/a1:;: f9zb) y:uh'~- c'ep~ de BaCil!u~.----'PoÍymyxa 
(Shetty et al., 1 986); o! <'./ ~- · : ·-.. X · · ,:· .· --· -

La PAL. sf iden~ifI~~i%n'.i-~'.{·&,~[f.{c,1f~~~f :~~;-~-~~-r~'~:C,i~D -~:~1Hfor8_9q5Eipn. de 
cinamamida, un _·metabpHtois~c:uridario _qu~~_se's~.sreta-~J.nie~ip,:cje c;ultivo y 

:::::ne•::::e:~: in:~1f i~1:?::it~)~!~~ril~~J~!~~i1~}~~~~~i~:~:: 
( fenilala nina-ca rboxilo"' 1 4C): :'Est~;co·;,,¡;·lle-stóf~e'. .. incb'ri)~'róCe'~pe~íti2amente 
en el grupo carboxilo del_- ácido F~ciriá~i-coi'.y,;_¡)ó~tél;o'r~~·nte·~e~::el-·_._de 
cinamamida. El primer paso·es::ca~aliza~o por)a PAify '~I slgiiient'e 'por una 
enzima aún no identificada {Bez~~~¿r{?~t-al., :1''976):·- .. ·.· ·.-- -· · · · ... ·. · · · · 

', -::~:. ~-~-

que p~:s::,~ ~:,!~,r,~{f;ia~ªi¡"AA¡i~?~~~#Jl~t~b~VJ~mjf é~ti~~~~~~;~i~~~: 
et al., 1970). Sin ernb'argd'i,nc) h~f ~~pÓhes'.r~c,i~~tes d~ é~t~dios :con esta 
enzima, a exc_epCi_ón\ci~l-'ái9'Una.-~}paf~nt~s/ael 'griJpofG~ílex;': éh las·• que se 
evalua la posibiHdad}dé.;:,em'pie'~~la; para21a •.producción de fenÍlalanina ( PN:. 
US-US4584273;2z.04.86;;'19Í36\ ... . - - .. . .- - . 

Caracterí~ti¿~s de I~ · P ~L ·• 
La/PAL ~"s 'Llha(enzima tetramérica con un peso molecúlar que va de 

220 a ,á_oo~.kqcí .. e~ -diferentes 6rganis'rnos, :except~ .en ;Rhlzoetimia- solani 
donde presentá 'aos: su?u'n'idades (Kalghati ,:~t{a/.; __ 1.9 is)>. Las cuatro 
subunidade~· que. cdnstitúy~n_ lac e~zima ~on -·del misrYlo •• p~so. mblecular·( 5 5-
60 koa).: -.-.• -. .-·.n> ··:y·_;:: , ...••.. _,_: .. :.:.e · ::. · · 

C.c•'"' 

En el .· sitib acii~o\co'ntieríe, Úna de_slÍidr_oal~hl~á, j:¡ue · pÚdie'ra••··_· estar 
involucrada_·_-én_··. el 'mecanismo/de;;r~aC::cióri '.de'-esfa0e'n~ima/(ljodgins, 1971)' 
se sabe actualmente 'qúe. la. deshidroafrir1ina es resultaao 'de :ún proceso 
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autocatalítico y en caso de la PAL de Petroselinum crispum (perejil), 
mediante estudios de mutagénesis dirigida, se identificó a la serina-202 
como su posible precursor (Schuster y Ret.ey, 1994) 

El punto isoeléctrico de la foLesdeS.4 (Hodgins, 197'.1; Fritz et al., 
1976; Emes y Vining, 1970). ·El pH.Ópti~o d~ 1a::reacción .:de:'des'aminación 
de fenilalanina va de 8.0 a· 9.0 (Wiedeíet<31.:,' ·1979; :Erii'eii'Y Vining, J 970), 
y el pH en el que se lleva a cabo la r~acéióri r.eversa.es de lo.o (Yamada et 
al., 1981 ). 

La temperatura Óptima .de la reacción va . d_e 37°C• a 4-9ºC (Wieder et 
al., 1979). Laest~.bÜidad térmica'es•de.100%,. s min ~·Go~c.7.5% á GSºC, 
inactivándose a 7ÓºC; ·en el cas? de ·1.a PAL de levadura (OgC1ta'·et: al.{1967). 
En el caso de§~ '.yertici!latus se maQtiene ad:iva'despu~s ele cale~tar por 5 
min a 95?C>' •· 

En 1ev;~;ui~~~~~}tt~riff~~l ~1~!~i~"~r~~~~f 2~~~;VJ~i~iJ~~;ñ.~~~~~~ 
tirosina •• ·· e.n -~· -.~ertiCil1~.~us: ~?lª1!1~~~~· í~_cº~~;.~ f~-~i\~,1~fü~~:L ~I·.:.: 

c?n •. /~.s~~~i9.····~\1'.~~-~Jr9i~.~~-~,p~f :~,i·\~y§~:~~{~;·~~- '.~r§~,~~!a .• una· ... · gran 
variación .. _dent~?•de.la~~nzimas,reportadas:· Cor;io'se: puédé ?bservar en· la 

:~b~~~a~o6¡~oit~t~if~~i~·~~~!·e~n~t~i~~~;ttr~~j~j:!1ad '~·~····s.~ ;vertfci!Íatus, 

Tabla 1 ;· K~ d~'':1~~~At·:d:::;difef~~~~~C~~ni~0os.'.Fe'rlf1a1~nina • 

como súsirai:o :' 
FUENTE .. :: 

Rhodotdfülii:-frjiihiiíis 
Rhodospiridfú/71 
s. vértí°CiÍ1;t'us' 
Sporobo/o'rh]ipé~ 
Rhodot0fu1éJ:iú6rá 

·- ' . ';'. ·,·~. ·. 

Neurospora crasa ·· · 
Phaseolus .vul aris 

300 
380 
500 

1250 

'.Hodgins~·o'J97,1. "' 
:Gilbe¡t;: •. 1.9s's.· 

. EmE!s,J 970 , 
·· • , Parkhurs1}.1 '~ff1 

. Ey~r~•a 9,~7 . · 
Sikora,}1 982 
cullh'~; 1988' 
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RELACION DE PAL CON HISTIDINA AMONIO LIASA (HAL). 

La histidina amonio liasa o histidasa, es una enzima que desamina la 
histidina para formar urocanato y amonio, mediante un mecanismo muy 
parecido al que se observa en la actividac(PAL (Magasanik e(af.,',1971 ). Las 
dos enzimas poseen una des~idroalanina ·én 'su si~i? act:ivá:'(consévage y 
Phillips, 1985; HodQi~s, 19l1 {' ~e~iWff~mente. ~E! ;'dett:irryiÍnÓ mediante 

=~:~::~~: :~i~í~~if i~~!~{~l!~~!í~~í~Ji~1ttt1~1~~;ht:~~: 
(Langer et ah, T991), y la s,eririaJ254 en ~I S~.so de;'fa>enzima ;de rata 
(Taylor y Mclnnes(l 994). ;: ,;;,y: · .· ·· <: './ / · .1. :_.' ·. + • · ·· · ·· 

·.<,~:.--,· t·, :: .'.:"·,-·· ¡·_~, ,:·¡;:, ~\:.>.~·. 

actual~~~~:" s:':~t~;~;,~Zil~~~~~~@~1d~i~il~~~~~d~~~;'!1i~S!~;;~~ 
(Wu et al., 199,2). Con;b~se,.eh'; á'),a}hóíTlol,Ogía}qlJe<~e'.pté~~rít~}entre .fas 

:~,~1;':sº~º'ª;e~éiief~3",~ª~;;&~i~~Iti¡f m~f !~r,it~~~"f :~:W~~~¡J!::'. 
Curiosamente con las i sec.ueÍitiai que i~xi~ter(se're·~'lizÓ: ün' d~nd'rógra~a en 
et que se puede ver· qúe fa h.ist\~·a'sk~ 1~ ·sY g¡-,j~eps. 'és' ta mas ~erc~lla a tas 

PAL (Wu et al., 1992). «S ,·· ,'·cL'. ;• '. .... < 

As1M1LAc10N DE· FENl~AÉANtNÍ\fÉw:S:tl:e:Oto¡nyces 

Se sabe m~Y ipb~%;~~;~1c~:,~f )1Z,'~:i;,,ilaciÓn. dé amin~ácidos 
aromáticos en este}gén~ro.•fEriJf~n'~,:e~tu~'o ,r~aiizado •.. con .· ..• va,rias. espeéies 
capaces de. degrad~r!.nt'íi,in.~{~;b;r¡etci_,1Jih~''c,raWfo~d.· .19ás)(sé propusouria 
vía de asimitaciónJ:i:ara·~te.hfr~i~'ílYiíaúqJ'es~-inicia con ·su, ti-~nstormación a 
fenilpiruvat~ q'ue._pos,t'~ri¿rriik:~t~- s·~\tránsforma .en ;fenil<Ícetato '/'este •ª 
su vez en homog~nti~ato; final~'ente 'se rompe éi ·~nHlo aromático 
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mediante la enzima homogentisato 1,2-dioxigenasa produciendo 
maleilacetoacetato (Fig. 5). 

Existe otro estúdio sobreNocardia, otro miembro del grupo de los 
actinomicetos, en el que se deduce la misma· ruta catabólica. Este 
organismo fue capaz de crecer con fenilalanina como fuente de e y N (De­
Boer et al., 1986 ). 

PRODUCCION DE MITOMICINA POR S. verticillatus 

La mitomicina es compuesto con actividad antitumoral, sintetizado 
por S. verticiflatus, Streptovertici!lium sp. (antes S. caéspitosus) y S. 
ardus entre otros (Hornemann, 1981 ). . .. · 

No se conoce completamente su ruta biosintética;; sin embargo se 
piensa que es muy semejante a la. de rifamicin~, y¡'qú~. amb~s':pr:sentan un 
intermediario común, el. ácido 3-amino~i'-hid/.óxib'erizóicd \c7N).;cderivado 
de la ruta del shikimato o .ruta bi9sif1.tétic~ de(I~~ ~Miil§áf};~Ó~~~afo~~ticos 
(Fig.11 ). ·-,., -., ~/·>~··:_,,>: :.\: .. ·::;.;·.~ :· .. -:-:·>· -

Realmente 'éxisten 111uy poc~s ;estu.di?s .• 'actuales 'sobre·. este 
antibiótico:.· .• · sin ~.e~bargo,·~:)fe'cicint'Eiméhte·· s~té1cl'nó;·,~l(fü'cfr~> .'.(mcr), 
involucracio~ en s'u resistencia, ~ · partir cie s .. ·· ie'{;~n'du1ae . (Aú9u~t et 
al, 1994). · · ' · · , . , . · · · 

~~~:~t~~~11~J 1~!J~i{41i~~i~{.~f~1~~~~J~~~~ti~fü 
regulación ·s'Óií: la .3-desÓxiarabino;7-hé1H~1¿sonato i'sintetása•·· (DAHP 
sintetasa) •. · 'áritra'nilato • .siiitetasa.. 'corisr1l.ato :c,n;¿tasa, ~.·.y 'prefenato 
deshidratásá (Chlao 'et ai.,l9áB) . •.. 
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OBJETIVOS 

- Determinar cómo se lleva a cabo la asimilación de fenilalanina 

por Streptomyces verticil/atus 

- Determinar el papel metabóli¿od~lá.fenilal1nina amonio liasa 

(PAL) en este microorganismo · ,, 

- Sobreproducción de PAL me~i.ant~:. 
¡~ ·.1.-

- Clonación del gen estrÜctural. correspondiente 
; l~··. '.. .'' .~ ~ . 

- Obtención de mutantes sobreproductoras de la enzima 
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MATERIAL Y METODOS 

CEPAS EMPLEADAS: 

Streptomyces verticillatus: ATCC 13495 

Streptoverticil/ium sp ATCC 27422 (antesStreptomyces caespitosus) 

Streptomyces lividans 66 (cepal 326) ¡ 

Streptomyces coelico/or A3(2) (c~p~'Ml45) 
Streptomyces phaeochromogenes NRRL~~3559 
Streptomyces griseus NRRL-82682 

Baci//us subtilis NRRL -83 3 66 

MEDIOS DE CULTIVO: 

Medio de producción de la PAL (MP). CBezanson et al . ..1..9..Z.Ql 
- O-glucosa 2 % 

- Hidrolizado de 1 % 

harina de soya 

- Extracto de Levadura 0.5% 

- Cloruro de Sodio 0.5% 

- Carbonato de calcio 0.3% 

- Fenilalanina 0.5% 

- En agua destiladá · ·· 

Medio para propagación de micelio vegetativo (TSB). (Hopwood et al. .. 

1985) 

- T S B - DIFCO (triptic soy broth) 3% 

en agua destilada 

Medio Mínimo (MM). (Hopwoód et al.· 1985) 

- Fuente de Carbon'Ó (CJ * 
- Fuente de Nitrógen'O (N) * 

- MgCl2 . 6H20 0.06% 
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- NaH2P04/ K2HP04(pH 7.2) 

- elementos menores 

-ZnS04. 7H20 
·-·- ·- . :··._ ·-

- FesoJ'.?HZCJ 
-Mht1z.GHzo~ 

0.00.1% 

0;001% 

Ó;Ó01% 

- cac1¿ ánhldro) 6:061 % ' . •'\' .. -,,_,. "¡".:·_ :·,; 

O.OlM 

*Las fuen~es d~°CbN'.empleadas se váriaron según el interés: 

Glucosa·(C:) ·•·~ ·· .:ó.~~r· 
Fenilalanin~(C'y;()N)~ i·()_J~ ·; 
(NH4)zS04 0'.2% .· . 

Los elementos menores yel ·agua destilada se esterilizaron por 
separado y posteriormente se añadieron los ótros reactivos esterilizados 
independientemente (en soluciones 1 OOOX):'La tenilalanina, los análogos y 
otros aminoácidos se esterilizaron· por filtración a través de una 
membrana Millipore de 0.45µm. 

Medio Rs para esporulación CMRs ). Cmodificacion del de Hopwood et 
al. 1985) 

KzS04 

MgCl2.6H20 

Glucosa 

Casaminoácidos 

Extracto de levadura 

Solución.de _elementos 

traza·. 
:· - -_ . . ; ~ :· .· ' 

Trizma-Base 

Agua}at6rar) 

0.25 g 

10.1 Zg 

1 O.Og 

O. lg 

5.0 g 

2:0 mi 

3.0 g 

1000 mi 
' ' 

Sol. de elementos menores para un litro de agua destilada 

Zn Cfz 40 mg 
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FeCl3.6H20 200 mg 

CuCl2 200. mg 

MnCl2.4H20 10 mg 

Na28407.1 OHZO 10 mg 

(NH4)6Mo70z4.4H20 10 mg 

MediQ garª an:tibiosis 

Extracto de levadura 0.5 % 

Triptona 1.0% 

Cloruro de sodio 0.5% 

Agar l.5% 

CONDICIONES DE CUL TIV9 

Los cultivos se crecieron en_··matraces Erlenm~yer, con 1/10 del 
volumen en el caso del medio TSB yl/5 delºvolumen"'e~ el c:as9 de medio 
mínimo y medio de producción,' con una agitación de ,2 00 rpm'. a 30ºC; '. 

Los cultivos en med.io rníni~6:}'JrHád\o;de? produccióll~~~i,inócularon 
con micelio vegetativo cré~idof¡36r'36h•'en ¡:rss;,lávadó_•Z've'ces~coh solución 
salina y homogenizado púá obtene'.r,un.Ticefio:di~pérsd.> •·\· :·; .··.·.-:. 

Los cultivos en TSB, :s~· i~~bJforE~ ?a· R~~ii~; ci~ -~~ Jbt~':d~.e~pOras, 
conservadas a -20 ° C en,glic~rol)il'2091c>: :•é· ~· · < , .•.•• • •.. ·-i .,?! :é' •.·· · · · · · 

La obtención de. ·~spb'ras 1de'(strepto/1yyce~ vertici/la't:~s;}_n¿,:;fue fácil, 
debido a que este microorgariismo:nocespOrlílá)bien en·· .• 105.medios~próbados. 
La preparación de ·1otes';féJé>.esporá~ se/ré'aJizó, a.i:partirY':de\l1nácolonia 
aislada, la cual· se hóinD9ÉfriizK y<se·¡crei'ció.'. en ·rneciio"T?B; paraobténer 
mayor biomasa. Con Wésie ··micelio/ sé' realizó ún érecim.ienfo corífiúente en 
cajas de Petr~co~dr'.r!~ciig:R~~-:-~;-i?~ ·> _ > · -"•;> ... . . ...•. 

, ·-,s/. 

El crecimientó ·.~h(HM'!s'~'- dtíantificó por absorbancia a 540nm. En 
cultivos. en MP se realizó mediante la cuantificación de proteíná, por el 
método de Lowry (LowrY.éfa'( 1956). 

Solucicmes amortiguadoras empleadas 
. .--;,_ ,· 
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-Amortiguador 1 

Tris.HCI 

pH 

-Amortiguador 2 

KzHP04/KH2P04 5 mM 

SOmM 

8.5 

pH 7.0 

-Amortiguador 3 

Borato de sodio 

pH 

-Amortiguador 4 

PBSlOX 

Na2HP04. l 2H20 

KH2P04 

NaCI 

KCI 

SOmM 

7.0 

28.98 9 

2.0 9 

80.0 9 

2.0 9 

aforar a 1 000 mi con agua destilada 

-Amortiguador 5 

Tris.HCI 

Glicina 

Metanol 

pH 

6.0Sg 

28.97g 

4ooml 

8.3 

aforar con agua destiláda' a 2000 mi 

DETERMINACION DE ;\CTl'V1b.A.o'l:s :ENZIMATICAS 

El micelio e'rri~í~~~6.fü~;~ T~. e/xtr~~ción •.•• de··· la enzima, se·. crec10 en 
medio de producci6rí; el cüal¡fÜe:,inoculadO· con micelio vegetativo crecido 
en TSB por 36h (a partir de·espo-ras)> ·. · · · · · · 

- ' ,. _"_ .. , ... _, __ . 

Se lavó 2 veces con ~mortigÚador:2, se homogenizóise<s¿nicóhasta 
que el micelio se veía completame~te fragmentado; al observaHo bajo ,el 
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microscopio. La suspensión se clarificó por centrifugación a 16000 x g, 30 
min, a SºC 

Generalmente éste extracto crudo se precipitó con sulfato de amonio 
(50-70%). Posteriormente se prosiguió · con Já determinación de la 
actividad PAL. En el caso de las determinacion.es de HAL y homogentisato-
1,2-dioxigenasa, también se hicieron con este' tipó de extractos. 

Determinación de actividad PAL CEmes:y~'füing, 1970) 

La determinación de la activi_da_ª:~·~¿;·~ikEHi~b ~?nforíl1<:1 .al ~étodo 
reportado por Emes ( 1970), midiendoH~:ap.a.r~~ióri qe,ác.iqg :trans~cinámico, 
a 290 nm. La mezcla de reacción cons,istióf,dé{fenHalaríina,o.osM;(o;2sml), 
amortiguador 1 ( 1.1-1.Zml) y extracto libre dlá células (ó;os:a.·1 Sml):. > 

- ·::.~·'.'·.,.;: !~>:~:_: )i~~~~r/Y.~:~_:::- .. -~:5~~:::'·:w:~~-L·.·'.;~~~;\:.:.:.'.:_1j<>·~:--:: :~,:· ,:.?~:i-· .· :-' :·::> .... ·.:::-:\· .~ :'.·· 
El tiempo de reacció~ ,varió según!:eL•'.extracto;·de.}15 a; 60·.min. · Las 

determinaciones se hicieron e'rí .velocidád•inl,cia.i,JI~~témperát'ura.a~bielíte> 

El bla~~ºm~~i~~;set~ó1ª d~bsª~1~ªri~~fidi'~~]·~'.S~~{J~.~~~{uc~.u~§;.~~i~¡n8~tr,~¡ 
sustrato. ..... .. " .•• , • ._,;· ••· .. ,..... .... ·:·;.· "·.· , .. · ·" · .. _ · 

- .. _ ·. -~~'.:_'._·;,:7j_~·-, :-':.f1·',~·;:.,i:>:- ;~h;c,';,·. ~;}~{-- ... :~~;'.'.-: ;~-)''···~··. . ,. ·:~~-;7;, 

Se definió como un'a'.í.inidaCJ\aCla cantidad de .. iú1zirna ~q~e cataliza.·.la 
formación de lµmol de ácido·.·t::c;n·~írjiéo\¡)Of{minufo;·sé'érnpleó1.ekvalorde 
extinción molar de 1 o 700·· 1 rrioi:1c111~.i';,.pa·ra~elf:ácido';f-~iiiárr\igc)Yá)29ó nm. 
La actividad enzimática se répoí:ta/,cornof·mrnunidadés':· Páfa''el cálculo de la 
actividad se empleó la ecuación R~ L~rr\~eri:~B~er: f '· · ···· 

·A~(e)·(b);(c:) 
donde A= absorbancia 

e =coeficiente de extinción molar 

b= longitud de la;celcla: 

C= concentración móÍar 

m='(e) (b) (v;) 

vi= camb.io de ~b'n~'eíltración ele .ácido t-cinámico/min 
• ~'. ~ ' ,, 5" ~ 

Determinación ~ea~tiJid~d 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 reacción consistió en: L-histidina 1 OOmM (0.05ml), 
extracto celular (5-20µ1) y amortiguador 2, pH 7.2, (1 .1 mi). 

Se monitoreó la aparición de urocanato a 277 nm (UV). El coeficiente 
de extinción de éste compuesto es de 18 800 1 mo1-1 cm-1, en ésta longitud 
de onda. Una unidad de actividad se considera a la formación de 1 µmol de 
urocanato por minuto. 

Determinación de la actividad homogentisato 1.2-dioxigenasa. 
(Crawford. 1975). 

La determinación de ésta enzima se realizó en base a lo reportado por 
Crawford (1975). El ensayo es espectrofotométrico, midiendo la 
producción de maleilacetoacetatoa 334 nm. El extracto crudo se preparó a 
partir de medio mínimo. 

La mezcla de reacción consistió de homogentisato 1 OmM ( 1 OµI), 
extracto celular (100µ1) y amortiguador 1 (1.4 mi). 

PURIFICACION 

Columnas y resinas empleadas 

Filtración por peso molecular 

- Columna Sephacryl S-300 

Dextrana/bisacrilamida 

Rango de fraccionamiento: 1O-1 500 kDa 

1.- Diámetro 1 . 7 cm, Altura 44 cm, volumen 1 00 mi 

L/D 25.88, flujo 22 mi/hora 

2.- Diámetro 1. 7 cm, altura 90 cm, volumen 1 80 mi 

LID 

amortiguador 2, pH 7.0 

- Columna Sephacryl S-400 

Dextrana/bisacrilamida 

Rango de fraccionamiento 20-8000 kDa 

Diámetro 1.5 cm, altura 56.4, volumen 99 mi 
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L/D 37.6 

amortiguador 2, pH 7.0 

Intercambio lónico 

- Columna DEAE-celulosa 

Intercambio aniónico 

Diámetro 1.5, altura 15.5, volumen 29.14 mi 

amortiguador 2, pH 7.0 

- Columna CARBOXIMETIL-celulosa 

Intercambio catiónico 

Afinidad 

Diámetro 1.5, altura 15.5, volumen 29.14 mi 

amortiguador 2, pH 6.0 

Columna agarosa-fenilalanina 

Volumen 5 mi, altura 4 cm, diámetro 1 cm 

amortiguador 3, ph 6.0. En ocasiones se añadió 

Tween 20. 

Precipitación con sulfato de amonio 

El extracto crudo, después de ser clarificado por centrifugación, se 
precipitó con sulfato de amonio 50%, controlando el pH (7.0-7.5) con NH40H 
en hielo. Se centrigugó a 16000 x g , 30 min a 4ºC; el pellet se resuspendió 
en amortiguador y se volvió a precipitar a 70% de sulfato de amonio. 
Nuevamente se centrifugó como en el paso anterior y se resuspendió en 
amortiguador para ser dializado. 

ANTICUERPOS POLICLONALES ANTI-PAL 

Inmunización y producción de anticuerpos 

La inmunización se realizó con una preparación 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 
inmunización se llevo a cabo con adyuvante incompleto. Debido a que no 
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venía pura la enzima comercial se separó en PAGE y se cortó la banda con 
la cual se inmunizó. 

Después de tres semanas de la primera inmunización, se realizó la 
segunda. Se obtuvo un título de 1: 32000. 

Los sueros obtenidos se guardaron a - 70ºC. 

lnmunoblot 

Las proteínas se corrieron en geles desnaturalizantes de 
poliacrilamida y se transfirieron en un electroblot por 1 h; se empleó el 
amortiguador 5. La transferencia se realizó en nitrocelulosa, la cual se 
bloqueo con PBS-BSA 3%. Se lavó dos veces con PBS. Se incubó 
posteriormente con el primer anticuerpo por 2-4 h y se lavó como se 
describe anteriormente. Se agregó 0-Cl-naftol y peróxido de hidrógeno, 
dejándose en oscuridad de 5-1 O min. 

PCR (reacción en cadena de la polimerasa) y Southern 
(hibridación de DNA-DNA). 

Extracción de DNA cromosoma! 

La extracción de DNA cromosoma! se llevó a cabo mediante un método 
que consiste en hacer la extracción de células completas sin dar 
tratamiento con lisozima. Se eligió éste método debido a la dificultad de 
extraer DNA de Streptomyces verticillatus. 

Condiciones del PCR 

El PCR se realizó bajo las siguientes condiciones: 

- Se emplearon cuatro oligonucleótidos, diseñados a partir de las 
regiones conservadas de aminoácidos de PAL y las HAL de diferentes 
orígenes. 

Condiciones de reacción 

- desoxinucleótidos 

- MgCl2 

-Templado 

- Taq-polimerasa 

200µM 

1.0 a 3.0 mM 

1.0 a 10 ng 

2.5 u 
19 



- oligonucleótidos 

- Volumen final de la reacción 

- ciclos 

5.0 a 100 ng 

100µ1 

25-35 

- temperatura de desnaturalización (92-95ºC) 

- temperatura de apareamiento 

- temperatura de polimerización 

Condiciones del Southern 

(40-55ºC) 

(72 ºC) 

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

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

CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA (TLC) 

Extracción del caldo de cultivo para detección de intermediarios 

El medio de cultivo se ajustó a pH de 1-2 con HCI, posteriormente se 
extrajo con éter dos veces recuperando y concentrando la fase eterea. 

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

Las fases empleadas fueron: 

- Benceno:dioxano:ác. acético (9:2.5:0.4) 

- Butanol:ác.acético:agua (80:20:20) 

Extraccción del medio dee cultivo para determinación de mitomicina 
y cinamamida 

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

La fase empleada para la cromatografía fue: 

- cloroformo: metano! (9: 1) 
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CUANTIFICACION DE MITOMICINA 

Se tomaron muestras de los diferentes cultivos, se separó el micel.io 
del medio de cultivo, en el cual se determinó la concentración de 
antibiótico. 

Bioensayo 

Se empleó 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 alícuota de 
sobrenadante. Dependiendo de la concentración de antibiótico se forma un 
halo de inhibición de crecimiento. El diámetro del halo se mide y se obtiene 
la concentración del antibiótico por interpolación, utilizando una curva 
estándar realizada con cantidades conocidas del antibiótico. 

Bioautografía 

Este método se basa en el mismo princ1p10 del bioensayo, por 
inhibición 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 está produciendo la inhibición del crecimiento. 
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RESULTADOS Y DISCUSION 

ASIMILACION DE FENILALANINA EN Streptomyces verticillatus 

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

Con los datos anteriores se formuló la siguiente hipótesis de trabajo: 
si la PAL de S. verticil/atus, tiene una función catabólica, entonces 
debería ser posible aislar mutantes incapaces de utilizar fenilalanina, 
afectadas en PAL. Posteriormente por complementación a partir de un 
banco genómico, se podría seleccionar una clona con gen que codifica para 
esta enzima. 
TABLA 11. Características fenotípicas de S. vertici//atus en 
medio mínimo sólido 

FUENTE DE CARBONO 

fenilalanina 

fenilalanina 

glucosa 

glucosa 

ninguna 

FUENTE DE NITROGENO 

fenilalariiria 

fenilalanina 

ninguna 

CARACTERISTICAS 

colonias sin micelio 
aéreo 

colonias sin micelio 
aéréo 

-:'· ·.·_ ¡.,,:,' 

coloniás, con micelio 
aéreo,stni~sporulación 

colonia~ con micelio 
·, ' .. ·. 

a~reo, con esporulación 

sin crecimiento 
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En la tabla II se pueden observar las características fenotípicas de 
las colonias crecidas en medio mínimo sólido. Solamente se obtuvo un 
crecimiento vigoroso, con formación 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 micelio aéreo éste no fue capaz 
de esporular. En el caso de fenilalanin'a comc{fuente de C y N; o como 
fuente de C, no se formaron micelio aé~eo'ni'esporas, aunque .si se obtuvo 
algo de crecimiento. . · .. ;{, e;. ..·· ·. •. .. ·.· .• 

Los. experimentos anteriores se repidercin;.enmediolíquido, con el 
objetivo de cuantificar el crecimiento {Fig·.~··z)';_ca'rflo}e·pµe~e . observar, 
los resultados obtenidos nos permiten,?torrob'oraFi(¡u~·'1a·ff~nilalanina se 
emplea principalmente como ·fuer11:e'}le¡,'~it[óg~.n()'V~n.n;·~;;;b:argo, .en. estos 
cultivos no se alcanza una tase est~'cio~aria :de.>crecimiehfo'.en el tiempo 
estudiado, a diferencia de 1os cu11:ivcis>é:'a'n{am'~llió(}tf91Lc;osa: ~- inc1úso··1os 
cultivos con fenilalanina .y· _amonio, que 'p~~c~ic~f!l~nte no 
crecieron. 

D . 

6· 

5 
4 
o 
n 
m 

...... 
-·· ........ -· 

, ·-

·140 

Figura 2. ASJMILACION DE FENÍLALANINAEN,MEDÍOMINIMQLJOUJDO. Se partió 
de un cultivo precrecido en medio TSB por 36. h. L'.os sirnbolos indican JaS fuentes 
carbono y nitrógeno empleadas: las condiciones dé crecimiérlto se describen en ma-
terial y métodos. · · · · · .. _ ·_ ' ' · , ·. 
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Efecto del ácido fenilpropiólico (PPA) en el crecimiento 
deStreptomyces verticillatus. 

El PPA es un análogo del ácido trans-cinámico (uno de los productos 
de la desaminación 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 
concentración de 1 OOµM, 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 
análogo, con el objetivo de emplearlo para la obtención de mutantes 
sobreproductoras de PAL, seleccionando en cultivos con fenilalanina como 
fuente de N. 

En estudios in vitro, con extractos celulares de S. verticil/atus, el 
PPA produce una inhibición del 96.54% de la actividad PAL (Tabla III ). 

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

SUSTRATOS % ACT. ESPECIFICA 
Phe (SmM) 100 

Phe+PPA(0.16µM) 3.46 
PPA o 

Phe+PFP( O. 9µM) 84.7 
PFP* 50.7 

* posiblemente el compuesto formado sea p-fluorocinamato, que al 
igual que t-cinámico, también absorbe a 290 nm. 
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Figura. 3. Efecto de ,ácido fenilpropiólico (PPA) en el crecimiento de 
S. verticillatus, ,·se erripleó'medio mínimo con diferentes fúentes de C y N, 
como 16 indica la simbología~ Se probaron dos concentraciones de'. PPA. A) 
1 OOµM y B) 25 mM.- .. ·.·· . ,··.. . . .· ... 
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En cultivos en medio mm1mo líquido se adicionó este análogo a una 
concentración de 1 OOµM, como se puede observar en la Fig. (3A), no se 
obtuvo ningún efecto sobre el crecimiento, ni aún en los cultivos con 
fenilalanina como fuente de nitrógeno. Se aumentó la concentración del 
PPA a 25mM, observándose una inhibición muy ligera del crecimiento en 
los cultivos con amonio y glucosa. Sin embargo, en los cultivos con 
fenilalanina como fuente de N, contrariamente a lo esperado, no se observa 
ningún efecto del PPA, Fig. (38). 

Estos datos sugieren que la PAL no participa en la asimilación de 
fenilalanina, como se pensaba inicialmente. Otra posible explicación a los 
resultados obtenidos sería una falta de transporte del PPA al interior de 
la célula. Sin embargo la inhibición que se produce en los cultivos con 
amonio y glucosa, y tomando en cuenta que la concentración 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 cromatografía en capa fina, se observó que 
en cultivos con PPA, se inhibe la formación de ácido trans-cinámico y 
cinamamida; lo cual podría explicarse por una inhi.bición de PAL. 

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

La p-fluorofenilalanina es un análogo de fenilalanina, empleado en 
este estudio con el objetivo de obtener mutantes resistentes en ·s. 
verticil/atus, que de manera similar a Rhodotorufa glutinis, tuvieran 
mutaciones regulatorias que afectaran la expresión de PAL (Kane y Fiske, 
1985). 

El efecto de inhibición 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 tóxico, el p-fluorocinamato. Es importante mencionar que 
también es un inhibidor de la DAHP sintetasa (primer enzima de la 
biosíntesis de aminoácidos aromáticos); sin embargo en levaduras se 
presentan dos isozimas que no son inhibidas por este compuesto, lo que 
favorece la hipótesis 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 podría 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 observó una inhibición del 15.3% de 
la actividad, además esta enzima es capaz de emplear el PFP como 

. sustrato convertiéndolo posiblemente en p-fluorocinamato (TABLA III). 

En cultivos en medio mínimo, la adición de este análogo ocasiona un 
efecto inhibitorio del crecimiento en cultivos sin fenilalanina. En la Fig. 
4(A) se puede observar el efecto de PFP en medio sólido. Concentraciones 
de 5 mg/ml inhiben totalmente el crecimiento. En medio líquido el 
comportamiento es similar y la inhibición es revertida casi 
completamente por fenilalanina, {Fig. 4(8]). 

Se realizaron varios experimentos de mutagénesis, empleando como 
mutágeno NTG (N-metil-N-nitrosoguanidina); sin embargo no se obtuvieron 
mutantes resistentes a PFP. La explicación a ésto podría 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 mencionó en 
material y métodos, la cepa empleada presenta cierta dificultad para 
esporular. 

La mutantes esperadas, resistentes a PFP, posiblemente serían de 
dos tipos; las que acumulan fenilalanina porque pierden la 
retrorregulación de la DAHP sintetasa (primer enzima. en la biosíntesis de 
aromáticos) y las PAL (-), que por carecer de esta enzima, no lo 
transformarían en p-fluorocinamato. 

Otra parte de la selección consistiría en diferenciar los dos tipos de 
mutantes, para lo cual se pensaba crece,rlas en medio mínimo con 
fenilalanina como fuente de nitrógeno; las 'qué fueran incapaces de crecer 
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muy probablemente serían PAL (-), lo cual funcionaría en caso de que la 
PAL fuera responsable de la asimilación de fenilalanina. 

Debido a que varios resultados;::indica9an qUe fa>. PAL,. no era 
responsable de la asimilación de'. fe_ ·Mraraniha·~'.e'O·i·s: J~'rtícitiatus, no se 
continuó la estrategia planteada ánterioi-'iñe'rite?' i ·· . > ':;> .· ·· 

- '--···'•-"•' .. - , .... _.,.,, 

.··- •'. '··-· -'~,-·· 

Con el fin de comprobar.:qiJé;.~xisteY:una .ruta> de· asimilación de 
fenilalanina en S. verticillatus,~/en:·1~'0:·9üé·'-~o 'int~~~lene}·P~L de manera 
directa, se realizaron los siguiente~!,~~Peir.im~ntÓ.s: ,::·. • ,··.· . · . ·· 

• •. ¡,;r. , •. , ,,, · .. ·-··.-:.o·. ~-··· . ,. ' 
~ .•. ,- ·-~~-· 

Se han descrito varia~>- rút~s· ·Ea~ab6,licas ·::µ~'ra!~aminoácidos 
aromáticos en numerosos ·.o~ga~isrho~; ·~illí}J;e~hargo'.e~ -~1 'género 
Streptomyces existen muy poc'~s r~f)6rte'~~' Basánd~sei:en.~stos:estudios y 
en la ruta mas generalizada en\¡ac.tinbrr"lic.et~s, J(Figf s); •se\ buscaron los 
intermediarios por medio de cr6ma1:09'rafía en ciipa finá:· .·.· . 
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Se hicieron extracciones de sobrenadantes de cultivos con medio 
mínimo y fenilalanina como fuente de nitrógeno, los cuales se analizaron 
por TLC. Los compuestos identificados fueron el ácido fenilacético y el 
ácido homogentísico; no fue posible identificar si se formaba 
fenilpiruvato debido a que el estándar contenía otros compuestos 
contaminantes. Se demostró la existencia de de la enzima homogentisato 
1,2-dioxigenasa, enzima que rompe el anillo aromático del ácido 
homogentísico convirtiéndolo en maleilacetoacetato, mediante la 
cuantificación espectrofotométrica de este compuesto (Crawford, 1975; 
Sutherland et al., 1981 ). 

Al demostrar de una manera indirecta que la PAL no participa en la 
asimilación de fenilalanina, y que posiblemente la ruta del homogentisato 
sea la que actúa para catabolizarlo, surgió la pregunta: ¿Qué función 
desempeña la enzima dentro del microorganismo y para qué presenta la 
actividad PAL?. 

Inducción de la fenilalanina amonio liasa 

La fenilalanina amonio liasa de S. verticillatus es una enzima 
inducible como se observa en la Fig. 6, al igual que la mayoría de las PAL 
descritas. Como anteriormente se mencionó participa en la formación del 
ácido trans-cinámico, el cual a su vez es transformado a cinamamida, un 
compuesto considerado como metabolito secundario. De aquí surge la 
pregunta de si ésta es la única función de PAL en el microorganismo. 

Estudios con ácido trans-cinámico en cultivos tanto en medio 
mínimo como en medio rico demuestran que éste compuesto es un 
metabolito que inhibe el crecimiento de s. verticillatus, lo cual sugiere 
que cuando se produce por la PAL, debe ser transformado a cinamamida 
rápidamente. 
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En la Fig. 7, se puede observar el ·:fécfo· de'TC~··(o'.5 0,M)ien medio 
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0

~:!~i~:~~º~t~?1~~t~¡~:~~rMi;~~; 
probablemente la enzima que transform~ TCN -~·r,"c.;ih·a~-~~id~;~ ~~J~Nór~ce 
su modificación a este compue.s!(); ,qye{c~fni?~~i(f ~·~¡~·(ifü~·~·~J,?~·~-?~.·~ ~·#·un 
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en los que no se adicionó fei1Ílal~hiná/' .· ;;·'.·•' · ·· •· " ' ···:,~: ~::.;. :,,; .J:··:· 

Jf:~{~)~:1s;~1:~11?t~t~lif r11~?it~1~11t~l!if = ~~ 
transformar el TCN 'e~. cinam~mida··•(riie.t~bolit() no·jÓxico;',que se excreta 
al medio de cultivo). Com'ó · s~ ÍlÍencio.116 ~a~t~~iór~ente,>n~ fue posible 
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obtener mutantes empleando NTG, las posibles causas se indican con 
anterioridad. 

PRODUCCION DE PAL CON RESPECTO AL TIEMPO DE.CULTIVO 

Se determinó la etapa del crecimiento en,'la qu~ aparece la actividad 
PAL. Como se observa en la Fig. 8, esta enzima se presenta en la fase 
exponencial tardía del crecimiento y por un periodo muy corto de tiempo. 
No se comprobó si posteriormente se degrada o es inhibida por algún 
meta bolito que se sintetice en esta fas.e. Sin embargo, por presentarse en 
una etapa del cultivo en la que el cr~cimiento es menor, además de que, 
como se sugiere con los experimehto~ de asimilación, no tiene un papel 
catabólico, podría pensarse que. séTt:íata de una enzima de metabo.lismo 
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ACTIVIDAD PAL EN OTROS Streptomyces 

Es conveniente hacer notar que la PAL no se presenta en procariontes 
excepto por S. vertici/latus y Bacillus polymixa; en este último sólo 
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 buscó en otros estreptomicetos (Tabla IV) 

TABLA IV. Presencia de PAL en diversosStreptomyces 

Microorganismo 

S. lividans 

S. coelicolor 

S. griseus 

S. phaeocromogenes 

Streptovertici//ium sp. 

S. vertici/latus 

Actividad 

'· ~-' --- ' . 

Producción 
mitomicina 

de 

Como se puede observar irj\,l~;l,L\§LA I\f,.lá acti.~idádPAU;,,s()lªmehte 
se presentó en s. caespii'05J.s .• :(actua'í'me~te~ red~siflc~do'::·como 
Streptoverticillum sp), cercanÓ filogenéÜcameilte a S. vertÍci/latus, que 
también produce mitomicina. Esta relación filogenética podría explicar la 
presencia de la enzima, sin embargo no se puede descartar la posible 
relación entre la producción 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 producción de mitomicina no ha sido 
elucidada completamente, aunque se sugiere que algunos pasos sean 
similares a la ruta biosintética de la rifamicina, un antibiótico que 
pertenece a la familia de las ansamicinas, del cual se cuenta con mayor 
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información (Hornemann, 1 981 ). Este grupo de antibióticos tienen un 
intermediario común, el ácido 3-amino-5-hidroxibenzoico (C?N), derivado 
de la ruta del shikimato o ruta de biosíntesis de aminoácidos aromáticos. 

Se sabe que la regulación de la biosíntesis de aminoácidos 
aromáticos se presenta a diversos niveles. Uno de los puntos de regulación 
más 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 regulación de la síntesis de antibióticos en esta familia se 
presenta a nivel de esta enzima y que los aminoácidos aromáticos 
intervienen de manera importante en dicho control (Chiao, et al., 1988; 
Tianhui y Chiao, 1989). 

Con estos antecedentes se llevaron a cabo experimentos para 
determinar si se presentaba algúri .efecto sobre la biosíntesis de 
mitomicina, ejercido por los aminÓácidos aromáticos, específicamente 
por fenilalanina. Los estudios dé producción de mitomicina se realizaron 
inicialmente en medio mínimo .y posteriormente suplementando éste con 
extracto de levadura (0.1 %) y casaminoácidos (0.2%), para favorecer un 
mejor crecimiento. En estas condiciones, 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. 1 O, la fenilalanina presentó un 
efecto negativo sobre la producción de mitomicina al igual que el 
triptofano. Los reportes existentes con respecto a la regulación de la 
DAHP sintetasa en actinomicetos muestran ejemplos de regulación por 
medio del triptofano, sin embargo no podría descartarse la regulación por 
medio de la fenilalanina como se observa con otros organismos. 

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

Si en algún momento del crecimiento de S. verticillatus se 
presentara una acumulación de fenilalanina, habría un efecto negativo 
sobre alguna de las primera tres enzimas de la biosíntesis de aminoácidos 
aromáticos, que también intervienen en la formación del intermediario de 
la síntesis de mitomicina, el 3-amino-hidroxibenzoato, lo cual afectaría 
la producción de este antibiótico. Este incremento en la poza intracelular 
de fenilalanina permitiría la inducción de la fenilalanina amonio liasa, 
transformando este aminoácido en ácido trans-cinámico, el cual a su vez 
se transformaría en cinamamida. Este proceso debe ser eficiente, ya que, 
como se mencionó anteriormente, el ácido TCN es tóxico para S. 
verticil/atus. 

La canalización de fenilalanina a cinamamida evitaría una posible 
retrorregulación de alguna de las primeras tres enzimas de la ruta del 
shikimato, favoreciendo la producción de mitomicina. 

Para comprobar esta hipótesis, se probaron.'.varios compuestos que 
afectan la actividad de la fenilalanina amóniÓ; l\iisá; Estos experimentos 
se realizaron en medio mínimo, contr?lanci.6 que todos los cultivos 
alcanzaran un crecimiento similar, para e\/It·,:rr:unef.ectode éste. 

Como se puede observar en :la ~fig!;\)f\~l~;ácido fenilpropiólico (PPA) 
ejerce un efecto negativo sobresla \producción de mitomicina. Como se 
había mencionado anteriormente éste ;compuesto inhibe la actividad PAL 
un 95%. . ,.;.:. · . < •. ·~ ·,·,,:· 

El ácido trans-cinámico (TC~),'iaÍJíbién es un inhibidor de PAL y 
ejerce un efecto negativo sobre la sí~tesisd~:hlitomicina. 

. ~ . ·- .. , ;'' ' - ' -

El análogo de fenilalanina, p-fllJ~~of~-ni~alanina (PFP), como se 
mencionó anteriormente es un inhibiCi8}: de la DAHP sintetasa de 
numerosos organismos y en éste caso '€Íjerce un efecto muy marcado 
evitando que se produzca el antibiótico. 
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La cuantificación de la producción de antibiótico se realizó por el 
método de bioensayo y se comprobó la identidad de la mitomicina por 
medio de cromatografía en capa fina. Además se realizaron bioautografías 
para comprobar que la inhibición del crecimiento se debía a la mitomicina 
y no a otro compuesto intermediario. 

En los casos descritos anteriormente (Fig. 1 O), muy probablemente 
se incrementa la concentración intracelular de fenilalanina, evitando su 
transformación en TCN y cinamamida; afectando alguna de las tres 
primeras enzimas de la biosíntesis de aminoácidos aromáticos, evitando a 
su vez la formación del intermediario 3-hidroxi-aminobenzoato. La enzima 
que más probablemente juegue un papel determiante, es la DAHP 
sintetasa, ya que existen numerosos reportes en los que tanto la 
regulación de la biosíntesis de aminoácidos aromáticos, como la 
regulación de la síntesis de antibióticos 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 inhibió la síntesis de 
cinamamida lo cual se comprobó por medio de TLC, excepto en el caso de 
la adición de TCN, al contrario se incrementa como era de .esperarse. Estos 
resultados apoyan la posible función de la PAL en la regul~ción de la poza 
de fenilalanina y consecuentemente del inicio. de ; la síntesis de 
mitomicina en etapas tardías de crecimiento. 

En el caso de S. antibioticus, org~ni~m:O productor de antibióticos 
con precursores aromáticos, se presenta' ciéft~hÍhibición por triptofano a 
nivel de la DAHP sintetasa (Murpliy;~)'\K¡tz, 1980). En el caso de 
Streptomyces sp 3022a, productor;d'e:clbranfenicol, un antibiótico que 
también presenta un precursor derivado de la ruta del shikimato, se 
observó que la DAHP sintetasa se induce en la etapa exponencial de 
crecimiento justo antes de la producción del antibiotico (Lowe y 
Westlake, 1970). En S. antibiotucus se presenta cierta represión 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 intermediario aminobenzoato; 
se presenta cierta regulación a nivel de la DAHP sintetasa, por la acción 
de los tres aminoácidos aromáticos (Gygax, et al., 1 982). Curiosamente 
también se ha observado que este microorganismo presenta una ruta de 
asimilación de fenilalanina igual a la propuesta para S. vertici/latus 
(DeBoer, et al., 1989). 

HISTIDINA AMONIO LIASA (HAL) DE Streptomyces verticil/atus. 

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

Inicialmente se intentó mediante la técnica de PCR (reacción en 
cadena de la polimerasa), amplificar un fragmento que se pudiera emplear 
como sonda homóloga para la detección del gen de PAL. Se diseñaron 
cuatro oligonucleótidos degenerados con base en la homología 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 aminoácidos conservados y regiones en las que solamente se 
comparten en las PAL. De esta forma se intentaba amplificar 
inespecíficamente la HAL y específicamente la PAL. Se tomaron en cuenta 
las secuencias de aminoácidos reportadas en ese momento; sin embargo 
actualmente se cuenta con mas secuencias de aminoácidos, 
correspondientes a fenilalanina amonio liasas de plantas. 

Se requería saber si S. verticil/atus 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 
mínimo con histidina como fuente de carbono y nitrógeno (Fig. 13). 

38 



HJ.TH/\L 
BSUHAL 
PPU/11.L 
RHDPAL 
fe>TPl.L 
P::'PALl 
í'Vl'ALi' 

iV.THA1. 
!!SUtil,1. 
Pi'UllJ..L 
RHON,L 
k!>'IPJ..1. 
J-C"Pl.Ll 
PVPJ..1.2 

fV.THl.L 
!!SUHl.L 
¡•PUHl,L 
kllDPl.1. 
JGTP/\L 
Pt"P/,Ll 
PVJ'/\1.2 

RATHAL 
BSUHJ..L 
f'PUHl.L 
RHOPAL 
R!"ITFl.L 
PCPl.t.l 
PVPM.2 

1•.1•:-111.:. 
l!S'JHl.L 
PPUHI.!. 
RHCPl.L 
RDTPA!.. 
PCFl.Ll 
PVPl.1.2 

AATHI.!. 
BSU/il.L 
PPUHl.L 
RHOPAL 
JO:"PA!. 
PCFALl 
P\'i'J.!.2 

AATHAL 
BSUHl.L 
PPUllAL 
RHDPAL 
IWTPAL 
l•Cf>/\Ll 
f>VPAL2 

Rl.THAL 
!:!SUllAL 
PPUHl.L 
RHDPl.L 
RDTP/\1. 
PCf'l.Ll 
PVPAL2 

o 
o 
o 

'" ' ' " " " " 
200. .. .. 
'" ,,, 
"' ''" 
'" '" "' '" '~' '" '" 
"' '" no 
l2l 

"' "' J?D 

'" "' '" "' '" <:u 

"' 
"' '" (~"/ 

'" '" ~Jl 
m 

"' "' ~09 
i;oo 

"' "' "' 

1-'J>JU'TVll\'RCCWU.\'l•coocKL!.VCWLCJi.[l-.\'IU•Y!"!KtlY.l'tlt";crrsvoc\'H.fLVJU>:'KC:.ct.t:mc:.it.tr.w.1.tDm:nT.\'\'ILC:.iV~Sl'Dr:1·r.ortc 

Jo:V •••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 

Ttl.,,,,,, ••••••••,, , •• , ,, •• , ••, ••• • • • • • • •••• •• • •••• ••• ••• ••••• •• •• •• • •••• • • • • • • • • •••• •• • • • •• •••••••• 
1-'.APJU>TSOSOA~TC, , , , • •,o , , •• , , , •• , , • , • , •••• , .fT'l"O\'l o·•:.i J VLf.~LIJJ'Tl:S': !. ••• • • •• • • •• • •• • •• , • • , •• , , •• , • • • , , •• 
1-'.Al'SVOSJl.TSVANSLSNCLlll..MJJ.1:ccriv11r.r.-:1.c1.cS!.!.M'':"["TTOLDJVl:R:LADl.Cl.':OOI •••••••••••••••••••••••••••••••••• 
1-'J:NCNCATTNOHVJICNCl'!DfCY.Y.':"CUPLY¡.·:; JA/.CAA":"CSU!. •• , , •• , ,UC\'Y.M.~'h!:Yk.KP\'Vr".!.CCJ.:":"LTJ !:O:\'Al,J S, • , , , • , •• , •• , , .. , , • 
1'0, , , , ATPNCKDhf\'VT MN.V.C. DJ•!.t:..-1.fuV,l.l.LSCSll!. •• , , •••• DtV/\k..~.'hCYflJll•A\'JH.CCC'l"!.T J l.~'.'.V. TI., , , , ••• , •• , , , , , , • , • 

: : : : : : : : : : : : : :;t~~~~t;~~~~·~~:!:~~~~~!:;:7.~~~~~~~~~;~·~~~;~~ ;~ ;~~( :~~;~;;~~~~~~~~;~~~!~!~~~~~·~~ 
\'rLYSl':YRtPl:KYJAl.PCOSl.STr.DLVt::.m;CHYr.lt:LTSJA!.l'.r.vo~skC\'JO:;JJt.tflT\'\~'. :~ :-cr. •.r1.RT\. 'll'/·.m;LC'LLQ\'UL\'R!.HS!:~vcr. 

•••••••••••••• tt.oCYSLHLCD\'\'SAIJ.Y.CkPVH'.'Y.~!.Ot!fl!:Y.!t;)'.!;\'[í!."SOL!.~!.\: t ... :-c~ ;!.h!JTRlf::>J.,J !:LOY.>.1.LCHC!.CC\':.v:;:. 
• , , , , •• , , • , , • ,JU.DCYTL':'LCO\'\'Cli.A};.~Cl<!.V)':Vlo!>SPHJ Rt~:IOhS\'tíLRTC!.O!:!. r. ' :cr ;SJ..D':'f\TJ:.OJ.,J SLQl'.>.LLLHOl.t'C\'Lf-Ts 
••••••••••••• ,J.,J\!:ICSCVT\'tLSE.. h.IVVt.C\'r".J.!SD .. '\'JoOS~:r.c:-os. • • • • • • • • • • • .'1 :cr \T!.H~Tr".O::ChLO"-tLJ Rl":.t:.i.ctrcNC 
•••••••••••••• >.HOO.C!.l'Vt:LAI'.. SIJl..l.C\'r"J.J s:n····'"'.rSr.>r".CT:>S •••••••••••• f 1-: ~cr ',':"!.llRJt:'Y,C•:::.i.LOY.!:1.1 RfL~:;.~:rct:c 

:~~~~~~::::::::: :1:: ~;.~t:: ~¡: ~~~1~~ili~~~Eili~íl~~~:~~~:~· ~~·:¡~~ ~~~~ ~'. :: ~~~~~~~B~E~.~~~~~~~iB~ 
rot.f'RLCRCLtm;LPLt . ;1..":TlR\ . rf ;·,w.:.\'\'LtM.T!:r~ ·IClTf'l\ :J !:CiO ~·" ;l"lhhl,l~~1111 tJ!.r.VH\'\'l!!.Cir.tr.ILl"I. 
POCfALOJ.lCLtt:st.P:..t\ . ::1..-:-:·1 J.i\ .• ¡ rl . . . \'Rl\ .. .'!..tl.L':'l~f!f_flCJ7i'?\ . :1 • 1-SCDl r y lMSl - tPLl!.Y.Vll\'UCr.l~~l.Otl.? 

;~:::::: :~~~~~=~~~ , :.,,.~~~:;~ ; ; ~:. : . ;;:~~; z~~;;~;~aJ~;~~~:~; _: ~;: .. ~~~!}: :: .~;~~~~~ ~ ~~~~~~~~~;~~; ~~:~;,~~ 

Tl.'S.V.STSSPt.LSY!..SPii':'(ll ••• , , •• LY 1.f\'R!.C!.C\'Y.J..MC:"!\'i!.Cl'.C't\'': !Cf../:VtY. ! ~ CI.! I' S~k? t:t:V:.!.r.!"!:..t.. , •• , 
rt.:AAPSSSSPt.!.K Y!.!:PRH1'•' ••••••• L y srV'rJ:CVCVl'.JVUtOt!\'l"LCXOC\"J l cn:'.'!:RlrCl.H;sc::? hl'\'!.~'Y. ... _ ... _,. ••••• 
tn:VE:SIJW.!.CSCl:t>/\l r1:r.l ttCRSYP!.Yt!f\'kr.CLCTC:'IL':"CZ:IW":'SPCttrtl',\'r l 1..~Sl'.Ct! J DP!.Ltcu:swi:chPLP le 
XtVECAA!J.Y[t::;lQCl.lPm:: Y.OCf<.!.YP!. 'IKí\'R!:tLC~S!.LTCtY.\'! sP:t1:c:i1wrs1..~::-ci:;1-:! l OP!.!.C:C!..CtlmCl.P!.Pl e 

Figura 12. Alineamientos de secuencias de aminoácidos de 
diferentes PAL, se marcan con una flecha, las zona~ que se eligieron para 
diseñar los oligonucleótidos empleados para el PCR. HAL (histidasa), PAL 
(fenilalanina ampnio fiasa). RATHAL (RATA); BSUHAL(B. subtilis), 
PPUHAL(P. putid~),tRHDPAL(R. ,toruloides), , RDTPAL(R. rubra), PCPAL 1 
(perejil), PVPAL2 (frijol); ,< . . 
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Figura 13. Asimilación de histidina en S. verticillatus. La simbolo­
gía indica las diferentes fuentes de C y N empleadas, se realizó en 
medio. mínimo como se indica en material y métodos. 

Tabla. V; Actividad de histidasa en S. griseus y S. verticillatus 

S. riseus 
CULTIVO PAL 

•·mÜ 
NH4 GLU 

HIS 

HIS, GLU 

HIS, PHE 

PHE, GLU . 3;75 o 
PHE NO NO 
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Con estos antecedentes se realizaron numerosos intentos de 
amplificar alguna secuencia específicamente, empleando DNA de S. 
verticillatus y de S. caespitosus (que también tiene actividad PAL). Se 
obtuvieron amplificaciones inespecíficas, por lo que se variaron los 
diferentes parámetros que se sabe influyen en la reacción como son: 
concentración de cloruro de magnesio, concentración de nucleótidos, 
concentración de los templados, número de ciclos, asl como su duración y 
las temperaturas de alineamiento y desnaturalización. El parámetro que 
resultó mas importante para este DNA fue la concentracion de MgCl2 ( 2. 5 
mM), lográndose obtener amplificaciones que no eran del tamaño esperado 
pero que repetían consistentemente. Posteriormente se les hizo un 
"Southern" con un fragmento interno del gen de histidasa de S. gríseus, y 
no se observó hibridización. 

Contando con el gen de histidasa de S. griseus, clonado en el 
plásmido 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 logró obtener una banda específica y del tamaño 
esperado. 

Las razones por las cuales se piensa que no se lograron observar 
amplificaciones específicas son las siguientes: el empleo de 
oligonucleótios degenerados disminuyó la probabilidad. de amplificar la 
secuencia de interés. Aunque dentro de la mezcla de secuencias existía la 
capacidad de hibridar con el gen de histidasa de S. griseus, tampoco se 
pudo amplificar esta secuencia a partir del DNA cromosomal, ni aún 
empleando el DNA del plásmido 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 último no se puede 
eliminar la posibilidad de que los oligonucleótidos estuvieran mal 
diseñados o que hicieran falta ensayar otras condiciones de reacción. 

Como se mencionó anteriormente se contaba con el gen de la 
histidasa de S. griseus y además de emplearlo como control en las 
reacciones de PCR, se intentaron hacer hibridaciones con el DNA de S. 

41 



verticil/atus y un fragmento interno del gen de histidasa (750 pb), que al 
parecer comparte homología a nivel de aminoácidos entre las HAL y las 
PAL Como controles se emplearon el DNA de S. griseus del cual se clonó 
el gen de histidasa empleado y el DNA de S. coe/icolor que también 
presenta actividad HAL. Ya que se demostró que S. verticillatus 
presentaba actividad de histidasa, se esperaban obtener al menos dos 
bandas de hibridación, una correspondiente a HAL y otra a PAL. 

Los experimentos de hibridación tipo Southern se realizaron 
marcando el fragmento empleado como sonda con 32p o biotinilándolo. En 
los dos casos los resultados fueron similares, como se puede observar en 
la Fig. 14, sólo se obtuvo una banda de hibridación con el DNA de S. 
verticilla tus y mucho más tenue que las bandas obtenidas con S. 
coelico/or y S. Jividans. Se asumió 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 obtenían bandas 
definidas, por lo que se decidieron probar otras estrategias de clonación. 

Como se mencionó anteriormente recientemente se han reportado 
varias secuencias de aminoácidos de PAL de diversas plantas. Se realizó 
un alineamiento y como se puede observar en la Fig. 15 (A), se pueden 
distinguir varias familias, de éstas se tomó un representante y se hizo 
un alineamiento con las secuencias de aminoácidos de las diferentes 
histidasas reportadas hasta el momento (Fig. 15(8)). 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), posíblemente la 
fenilanina amonio liasa surgió de HAL o de'ull ancestro común. 

42 



i-:~.~:r 

.. t·. ~i~,.{ .1 

' ! 

-.. -- • . ~~ •.·: 

. ·, :~~ · ... , 
.. ·:~!/??¡.:; 

2 3 4 5 B 

Figura 14. Hibridación de DNA cromosomal de diferentes especies de 
Streptomyces, con ún fragmento interno del gen de histidasa de 
Streptomyces g(iseus .• Carriles 1) marcador, 2) BamHl (S. griseus), 3)Kpn 
(S. griseus), 4) Kpn _(S. coelicolor), S)BamHl (S. lividans),· 6)Kpn ·(S. 
/ividans), 7) BamHl (S.verticil/atus) 8) Kpn(S. verticillatus) ' 
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~---!'---- PAL1_SOLTU 

'---- P~b_TOBAC 

PALV_IPODA 

PAL1_PEA 

PALll_MEDSA 

PAL1_SO\/DN 

PAL2_PHAVU 

PAL1_PEICR 

PALZ_SOLTU 

.L-----'----'--'--'------ PAL3 PHAUU 

'-"--;,;__---'----'-------'---- PAL\/ OR\/SA 

PAL1_PHAUU 

.L---'--'----'---'-----------"----"'--,--.:..-'----~--'--'--.,.-- PALV _ íllfünD 

PALll_MALDO 
.:__~-'----':::;::-_;_~_;_~_;__;:__ __ _;_ _______________ ~ PAL\/ ARATH 

-·-· ''.:'-':,_.·:-: ~~;~ ... ---- . ._. .~- ,-.·;:·¡~:~, ',_- -· -

Figura··• 1§. ~f ~end;o:ra~a ;~el. ali~~a~.'~to.JeJaS, secuencias 
amindácidOs'de lasiPAl:: Realizado con ·el programa Clustal de 
PCgene·. , , ,;·.< ·: ·:0

• :\; y· •. · • ; · · · 
[ 1) PALLlycop~rsfcohescu/entuin (TOMAT0).704 residuos. 
[ 2) PAL5_LYCES, Lycópersicón escÜ/entuin >(TOMA TO) 721 residuos. 
[ 3) PAL 1.:_sol.rú·So/a11Jm tubemsum (PAPA) 720 residuos. 
[ 4) PALl_ TOBACNicotiana tabacum (TOBAC0)715 residuos. 
[ 5) PALY_IPOBA'/poliiea'bál:atás (CAMOTE)707 residuos. 
( 6) PAL LPEA Pisuin''saÍ:iVum (CHICHAR0)723 residuos. . 
[ 7) PALY.::.MEDSA.Medicaéó sativa (ALFALFA)725 residuos ... 
( 8) PALL_SOYBN G~cine max (SOYA)713 residues. 
[ 9) PAL2;;,.PHAVU Phaseo/us vu/garis (FRIJOL) 712 residuos:. 
[1 O] PAL 1-PETCRPetrose/inum crispum (PEREJIL)716 residuos. 
[11] PAL2-SOLTU. Solanum tuberosum (PAPA)590residuos ... 
[12) PAL3-PHAVL1Phaseo/us vu/garis (FRIJOL)71 O residuós. · · 
[13] PALY _ORYSA Oryza sativa (ARROZ)701 residuos.>. ,· . , 
[14) PAL 1-PHAVUPhaseo/us vu/garis (FRIJOL)(FRAGMENT0)506 residuos. 
(15) PAL y_RHORB Rhodotoru/a rubra (LEVADURA) 713. residÚos: .· 
(17]PALY_ARATH Arabidopsis thaliana ( FRAGMENT0)240 residuos. 
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B) oenc:Jrogram'a<(jeÍ.aHíleamientd~ de\1~~Fsecuen~i~~ :¿¡e 
aminoáci~os dé';aííJersas PAL y HAL. -- , . :: -, .• :;· . _ 
[1]PALY.:'..ARATHArabidopsis thaliana (FRAGMENTO) 240 résidLios. 
[ 2] PALY:::..RHOTO Rhodospiridium toru/oides (LEVADURA)'Zl Gresiduos. 

_ [ 3JPALY:..:RHORB Rhodotorula rubra (LEVADURA) 713 re'sii:Juos -
[ 4] PALL .. PHAVU Phaseo/us vu/garis (FRIJOL) 712 residuos'. 
[ S] PALl _SOYBN G/ycine max (SOYA)713 residuos. _ ____ . 
[ G] PAL LSOLTU So/anum tuberosum (PAPA)720 residuos. 
[ 7] HUTH_BACSU Bacil/us subti/is 508 residuos. 
[ 8] HUTH_RAT Rattus norvegicus (RATA) 657 residuos 
[ 9] HUTH_PSEPU Pseudomonas putida 509 residuos 
[10] HUTH_STRGRStreptomyces griseus 51 G residuos 

PALV_RHOTO 

.PALV_RHORB 

._ f'ALl_PHAVU 

l'ALl_SOVBN 

l'ALl_SOLTU 

1-IUTH_BACSU 

llUTH_RAT 

45 



PURIFICACION DE LA FENILALANINA AMONIO LIASA 

La purificación de PAL se realizó con el objeto de secuenciar el 
extremo amino terminal de la proteína y diseñar un oligonucleótido 
específico que se empleara como sonda para la selecc:ió.n ·a ;partir.• de un 
banco genómico. Se hicieron numerosos intentos y nüm~r6sos\ carnbios en 
la estrategia inicial y aquí. se presenta ,solo ,uF·;c,.':ijém'plO?de una 
purificación, en la qu,~ se obtuyo,un.:fac,tor,.~e.~p'urificación;:alio. Se Puede 

~b:Ye;:~.:n b:n=:9{ kri ~~~~~~~'Jt'~~f l;;if ~'~1j:,~)~;~~f~;;i~aZi:~:'~: 
proteína a h?rnog'~·~ei.~dd': .,·po"ste'i-ie>l"rt1~ht~. se··.·idehtificó fa banda 
correspondiente'~ 1á· rf\l_·f)ü'rrfi~(Ji() :Cíe i~híuno.61üt. . . . . 

. . . . . • 'e·, ·;,,..::,·,-, ' ·,~f::,;· • - .. ., . . ., -

Tabla VI. TABLA DE PURIFICAÓON óE LA PAL 

CONDICION VOL.INICIAL VOL.FINAL 

mi mi 

EXTRACTO 16.8 16.0 

CRUDO 

(NH4)2S04 4.0 3.0 

50-70% 

SEPHACRYL 15.0 14.S 

S-300 

CENTRIP. 1.7 1.5 

C-100 

DEAE-CEL 0.7 

SEPHACRYL 1.5 

S-400* 

*cabe mencionar que en ~st~p~sÓ.se';f)~~cfióÍ~· abti~idád'e6~irii~t)ca 
.-,;. 

Entre las. dit'icúlt~des·. para la pu:rificación de·· la PAL: se encontraron 
los siguientes: 
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1 2 3 4 5 

!t':.':~./1")!1. 

i/i~J~ 

PURIFICACION DE PAL 

6 

P.'!I 
~ 

"""" :.s, ---

7 

La puri!icacion de la PAL llevo a cabo con el !in de ob- :·:. 
tener la secuencia del amino terminal e intentar, por me­
dio de una sonda, clonar el gen estructural de la enziÓ:i.a. 
Los avances se muestran en el SDS/PAGE, empleando diferen­
tes resinas cromatograticas. 
1.- extracto crudo 
2.- preclpilacion con sulfato de amonio (50-70%) 
3.- tilt.racion en gel en Sephacryl S-300 
4.- concentracion con oentrlprep-100 
5.- marcador de peso molecular 
6.- oromatogra!ía de intercambio ionico (DEAE-celulosa) 
7.- Cilt.racion en gel en Seph_&_cryl S-:-400 

posible PAL · 

Figura 1 6. Ejemplo de Purificación . PAGE- SOS 

<-
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La enzima presenta un pico de actividad durante un periodo de 
tiempo muy corto como se mencionó con anteriorid.ad. Ademés, resulta 
difícil monitorear la etapa de . crecimiento en <el cúltivo por absorbancia, 
debido al tipo de medio empleado para la p~ódÜcciól1 de I~ ehzim~. . . '· 

- ,· . . .. . . ·;;_;; '····' . '·. - .. 

~~:~=~~;:~~::::s§~~t~111~{~í~~1~1i/i~1~~1~~11~~;!~i~É::~ 
trabajar con volúmenes'.~ú~·m~~ores./; ;~ . >> ·:· ; <:: '. ' : / . '.? : , 

- La PAL pre~~n{á '~.al'acférístic\:¡s·~·co'munes , a.' la' ;~y8ría . de 
proteínas. intra'celÚlafes . faVore¿e~cio\ .... 1a,copÜrific~cié>h /de otras 
proteínas .. Por· .. 1.0 qúe\s'e.e\npleó 'un·~ 201u'!n.íl~·Be ·.afinidad .. fenil~laríina­
agarosa, sin·. ~ITl~arg() 'ésta columna 'fÜ~cl~nÓ como una columna 
hidrofóbica. · ' ·· ··· 

-· lhicialmente, no se P()día Identificar la banda correspondiente. a la 
PAL,, _ac:!fl]lá.s ·~n ·;lo~Lúlti_rnos pcisps. d~ purificación, en PAGE no. se 
observaban"ºbandas tiñ'fendo los : geles c~n ··.azul, de' coomasie, aún 
detec1:áridé.ise:actividad•enias:fracC:iones: · 

' • , •. '1'''" - , .· " .. . ' 

·: "/,·; :: ;. ~ .... ~ ··. 
. . 

La banc:Ja;'"~orfespo~diellt~ (la'PA.l, s.e pÜd9 ide~tiflcar, grélcias al 
empleo de anlfcúeqfos\anti~PAL ':de.~.RfJodptOruia elabOrados con .. otro 
objetivo que,:s&·cieséribir~ postéricirmente'.··l:n la Fig. 17; ,se observa un 
ejemplo.de purifibcióri en PAGE (A) y ~1.inmunoblot (B) en dónde se· puede 
apreciar la banda correspondiente a PAL 
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A) PAGE-SDS 

B) lnmunoblot. 

ESTA TESIS Nb · 
~.1WJ DE lA DEBE 

SDS 'PAGE 

./ 
_,. 

·s 9 10 

INMUNOB LOT --4- ... ~~ -···· .,.,..., _____ ,,.~ -·- .. · .. ·-.-.... 

t9<ª 
·"< b <b 

/ 

:,:.•.· "'-"c..I ....... ...._ ... • ... --- • .A....:.:-~.Allli.. ....... ....... -~ .... º· 
1 2 3 4 5 6 7 8 .9 l. 

BIBLIOlf¡;;; 

PURIFICACION DE PAL Y DETECCION POR MEDIO 
DE ANTICUERPOS ANTI-PAL (RhodotortÚ.a) 
SDS/PAGE Figura 17 
1.- EXTRACTO CRUDO 
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 
8.- DEAE- CEL 



Debido a que la cantidad de proteína necesaria para la secuenciación 
del extremo amino terminal es muy superior a la alcanzada en los últimos 
pasos de purificación se intentó otra estrategia para la clonación del gen 
de PAL. 

Producción de Anicuerpos anti-PAL de Rhodotorula 

Se intentó probar otra estrategia que permitiera la clonación del 
gen estructural de la fenilalanina amonio liasa de S. verticillatus, basada 
en la semejanza a nivel de aminoácidos y posiblemente también a nivel de 
estructura de las diferentes PAL que han sido descritas. Esta estrategia 
consistía en obtener anticuerpos anti-PAL de otro organismo que pudieran 
cruzar con la PAL de S. verticil/atus y permitieran identificar empleando 
un banco de genes expresado en un vector A.gtl 1, una clona positiva que 
llevara el gen de PAL. 

Estos anticuerpos se hicieron contra la PAL de Rhodotoru/a glutinis 
porque es la proteína que. est;aba .disponible comercialmente y 
semipurificada. Se obtuvieron los anÚc-uerpos con un título de 1:36000. 
Cruzaron prácticamente con una ~oia' banda de la mezcla de proteínas de 
las que se partió, sin embargo e~foranticuerpos daban una señal muy baja 
con la PAL de S. verticillatus y varias bandas con otras proteínas de un 
extracto celular de este microorganismo. Incluso el suero preinmune de 
conejo cruza con algunas bandas de un extracto celular. 

Los resultados anteriores hacían poco factible el poder seleccionar 
una clona positiva específica que llevara el gen de PAL, ya que igualmente 
se obtendrían falsas positivas. 

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

- Streptomyces verticí/latus utiliza la fenilalanina principalmente 

como fuente de nitrógeno. 

- Estudios con análogos de fenilalanina y ac. t-:cinamico sugieren 

que la PAL no es la responsable de dicha asimilación. 

- Se identificaron los intermediarios y una de las enzimas de una 

posible vía de asimilación para la fenilalanina; la vía del homogentisato. 

- La PAL es una enzima inducible por fenialanina en este 

microorganismo, y su máxima actividad se presenta en la etapa tardía del 

crecimiento exponencial. 

- Además de S. veticil/atus, la actividad PAL solo se encontró en 
. -··,.-·. 

Streptoverticil/ium (antes s. caespitosus); un· O~~ª«isrrio también 
·- . ·. ·- -.-.·-·,, .. :' ._,_,_. - ·-

productor de mitomicina. 
--ti.;>-:·;··-: 

,")'''.''--

- Por medio de anticuerpos . anti-PAL; se ideritificó la banda 

correspondiente a la PAC dei.s.2 'vfiFtic:i11If~i,;J:~'~ ·. 9i1~ii¡J~ ;sb;S/PAGE, 

mostrando que las subunidadeéde ~~i~,~~i~~'¡~~ i~p~~'i~Ri:~ri un peso 
~:. J .·,c.:·;'. .::'.. -.' ,_ >;. _-. ·¡. " - ·- .- . 

molecular de aproximádamente 55 kDa. ' •:. ':' .,:- ' · ''" , t'' 
- Empleando un fragmento internh d~1}1en\d~-;histid~~~<de .S. griseus 

;'·_,;:_-_,-,º .,··. '·'.''' Jto 

se identificó el gen de histidasa de S. verticillatú~/E / : : >· 

- En cuanto a la producción de mif6rriiifin~;~~ ha observado que la 

fenilalanina, triptofano y p-flourofe~ilala~i;·~.-~~i~e·~e~tan un efecto 

negativo, disminuyendo notáblemente la pr.ticfU~ciÓn del antibiótico, lo 

cual posiblemente se deba a un efecto sobre la DAHPS. 
\::,~ .' ~.t··' 

- También se observó que el ác. t-ci~-á~ico y su análogo el ac. 

fenilpropiólico (inhibidores de PAL), también: ejercen un efecto negativo 

en cuanto a la producción de mitomicina 
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