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RESUMEN

Con el fin de evaluar el comportamiento a
nivel del tallo de la enzima fenilalanina
amonio liasa (PAL, por su nombre en in-
glés phenylalanine ammonia liase), du-
rante la interaccion clavel-Fusarium oxy-
sporum f. sp. dianthi raza 2, se seleccio-
naron las condiciones para su extraccién
y cuantificacién de la actividad. Para la
extraccion a partir de tallos y raices se se-
lecciond un tratamiento previo del mate-
rial vegetal con acetona y posterior ex-
traccién con buffer borato pH 8,8 con
EDTA 2 mM y -mercaptoetanol 18 mM.
Para su cuantificacion a nivel del tallo se
debe realizar un ensayo discontinuo por
10 min, a 37 °C, pH 8,0 y a una concen-

tracion de sustrato de 35 mM. Adicional-
mente se muestra mediante un ensayo in
vivo el efecto que tiene, como inductor de
esta enzima, la aplicacién de un extracto
crudo del patégeno. Los resultados ob-
servados indican que esta enzima se indu-
ce significativamente en tallos de claveles
de la variedad tolerante “Kiss” durante el
tratamiento por aspersion con el extracto
crudo del patégeno, mientras que dicha
induccién fue inexistente para la infec-
cion directamente con el patdgeno. La in-
duccion en esta variedad indica que en
este extracto del patdgeno se presentan
elicitores potenciales para la induccién de
esta enzima y por ende de la ruta fenilpro-
panoide.

1 Departamento de Quimica, Facultad de Ciencias, Universidad Nacional de Colombia, sede Bogota, Bogota, Colombia.

hdardilab@unal.edu.co
2 stmartinezp@unal.edu.co

151

Organica y Bioquimica



REVISTA COLOMBIANA DE QUIMICA, VOLUMEN 36, No. 9 DE 2007

Palabras clave: enzimas, fenilalanina
amonio liasa, elicitor, clavel, Fusarium
oxysporum f. sp. dianthi.

ABSTRACT

The conditions of extraction and quantifi-
cation of activity during interaction of car-
nation and Fusarium oxysporum f. sp.
dianthi race 2 were selected to evaluate the
dynamics of the enzyme Phenylalanine
Ammonium Lyase (PAL) at the carnations
steam. For the extraction from roots and
stems a previous treatment with acetone
and extraction with borate pH 8.8, EDTA
2 mM and mercaptoethanol 18 mM buffer
were selected. For the quantification at
steam level a discontinous assay for 10
min at 37 °C, pH 8.0 and substrate con-
centration 35 mM should be done. In addi-
tion an in vivo assay shows the effect that
the applications of a raw extract of the pat-
hogen as inductor of this enzyme. The re-
sults show that the enzyme is significantly
induced in carnations stems of the tolerant
variety “Kiss” during the treatment by as-
persion with raw extract of the pathogen
while the induction was non existing for
direct infection with the pathogen. The in-
duction in this variety shows that in the
pathogen extract are present elicitors for
the induction of this enzyme and thus the
phenylpropanoid path.

Key words: phenylalanine ammonium
liase, carnation, Fusarium oxysporum f.
sp. dianthi.

RESUMO

Para avaliar o comportamento da enzima
fenilalanina amonio liasa (PAL, pelo seu
nome em inglés phenylalanine ammonia
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liase) no caule durante a interacio cra-
vo-Fusarium oxysporum f. sp. dianthi
raca 2, foram seleccionadas as condices
ideais para a sua extracdo e quantificagdo
na atividade. Para a extracdo a partir de
caules e raizes foi seleccionado um trata-
mento prévio do material vegetal com
acetona e posterior extragdo com borato
pH 8,8 com EDTA 2 mM e 3-mercaptoe-
tanol 18 mM. Para a quantificacio da en-
zima no caule, deve-se realizar um ensaio
descontinuo por 10 min., a37 °C, pH 8,0
e a uma concentracao de substrato de 35
mM. Além do mais, mostra-se mediante
um ensaio in vivo, o efeito que tem como
inductor desta enzima a aplicacdo de um
extracto cru do patdgeno. Os resultados
observados indicam que esta enzima € in-
duzida significativamente en caules de
cravos da variedade tolerante “Kiss” du-
rante o tratamento por aspersao com o ex-
trato cru do patdgeno, enquanto que esta
inducdo foi inexistente para a infecgao di-
recta com o patégeno. A inducdo apre-
sentada nesta variedade indica que neste
extrato do patogeno estdo presentes po-
tencias elicitores para a inducao desta en-
zima e portanto da rota fenilpropanoide.

Palavras-chave: enzimas, fenilalani-
na amonio liasa, elicitor, cravo, Fusa-
rium oxysporum f. sp. Dianthi.

INTRODUCCION

El cultivo del clavel constituye actual-
mente una de las actividades de mayor re-
levancia en el sector floricultor nacional,
aunque su produccioén haya disminuido en
los ultimos afios por factores que inciden
en la produccién y el mercado. Uno de los
principales factores que afectan su pro-
duccién es el marchitamiento vascular
causado por el hongo Fusarium oxyspo-
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rum f. sp. dianthi raza 2, patdgeno am-
pliamente distribuido en las zonas donde
se cultivan claveles en nuestro pais. Aun-
que diversos grupos de investigacion en
el mundo han enfocado sus estudios para
comprender cudles son los fendmenos
histolégicos y bioquimicos involucrados
en la interaccion entre estos dos organis-
mos, dichos fendmenos no han sido total-
mente dilucidados y tanto las bases bio-
quimicas como moleculares en que se
fundamenta la defensa del clavel contra
este patdgeno son ain desconocidas. De
acuerdo con diversos estudios en otros
modelos planta-patégeno, enzimas invo-
lucradas en la via fenilpropanoide, como
la fenilalanina amonio liasa (PAL), parti-
cipan de manera determinante en la gene-
racion de compuestos fendlicos (1) y es-
tructuras de defensa (2), y es probable
que su regulacién coordinada durante el
evento de la interaccién contra microor-
ganismos patdgenos sea clave en la acti-
vacion de los mecanismos de defensa ve-
getales. La PAL es la enzima que, al
catalizar la primera reaccion de la ruta fe-
nilpropanoide, se ha encontrado que pue-
de regular la generacion de los diferentes
metabolitos obtenidos por esta via biosin-
tética y ha sido relacionada, por ello, con
mecanismos de defensa que se activan en
otros modelos (3, 4 y 5). El interés por el
estudio de esta enzima en este modelo
particular se basa en que, de acuerdo con
estudios previos realizados en nuestro
grupo de investigacion, la sintesis de
compuestos fendélicos asi como la forma-
cién de estructuras de defensa hacen parte
de la respuesta al ataque del patogeno (6 y
7) y por ende estas enzimas podrian ser
determinantes para la activacién adecua-
da de dichos mecanismos. En el presente
estudio se seleccionaron inicialmente las

mejores condiciones para realizar la ex-
traccién y cuantificacion de esta enzima
en tallos y raices de clavel. La evaluacién
en estos dos 6rganos de la planta se llevd a
cabo con fines comparativos, consideran-
do que, tal y como se ha reportado en
otras especies vegetales, es probable que
se presenten diferentes isoformas en fun-
cion del 6rgano de la planta involucrado
(8). Seleccionadas estas condiciones, se
evalud en tallos de la variedad de clavel
Kiss, tolerante al marchitamiento vascu-
lar, el efecto que sobre la actividad enzi-
mética tenia el tratamiento por aspersion
y por inmersién con una fraccién cruda
proveniente del patégeno. Con los resul-
tados obtenidos en el presente estudio se
propone que la activacion de esta enzima
podria ser un mecanismo de defensa po-
tencial considerando su induccién signifi-
cativa al realizar el tratamiento con una
fraccion cruda proveniente del patogeno.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal y aislamiento
del patégeno

Se usaron para el ensayo in vivo esque-
jes de clavel con 3 semanas de enraiza-
miento suministrados por la empresa
América Flor S. A., pertenecientes a las
variedades Uconn (susceptible) y Kiss
(tolerante al marchitamiento vascular
causado por Fusarium oxysporum f. sp.
dianthi raza 2). El aislamiento del pat6-
geno usado para este estudio fue sumi-
nistrado por la misma empresa y se
mantuvo en medio Czapek Dox-Brot
durante su propagacion.

Para la preparacion del in6culo, el mi-
celio del aislamiento de Fusarium oxyspo-
rum £. sp. dianthi raza 2 se propago direc-
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tamente a medio liquido Czapek Dox-
Broth y se mantuvo por 4 dias a 25 °C con
agitacion constante de 100 rpm. Cumplido
este periodo, el cultivo se filtr6 en condi-
ciones asépticas para retirar el micelio so-
brenadante y el medio liquido se llevé a
una concentracion de 1 X 10° conidias /
mL (por conteo con el hemocitdmetro).

Obtencion del extracto crudo
del hongo

Para la obtencidn de la fraccién cruda del
hongo, micelio obtenido de la propaga-
cion en medio liquido de Fusarium oxy-
sporum f. sp. dianthi raza 2, se lavo ex-
haustivamente con agua luego de
separarlo del medio por filtracion. Des-
pués de homogenizar y esterilizar por 15
min en autoclave, se centrifugé a 12000
rpm por 20 min'y 8 °C. Se retir6 el sobre-
nadante y se cuantific6 en este la cantidad
de azucares totales, con el método de Du-
bois (9) usando glucosa como patréon. La
concentracion final de 1 mg/mL se obtu-
vo con la adicién de agua estéril y esta
fraccion se guardd a —20 °C para llevar a
cabo los ensayos de elicitacion.

Ensayos preliminares para
la extraccion y cuantificacion
de la PAL a partir de tallos de clavel

La cuantificacién preliminar de la activi-
dad se realiz6 usando extractos de tallos
y/o raices obtenidos bajo condiciones de
extraccion reportadas para matrices simi-
lares a la de estudio (7). La extraccion se
realiz6 utilizando de 0,3 a 0,4 g de mate-
rial vegetal previamente lavado y secado,
el cual se macerd con aire liquido y se le
adicioné acetona en una relacion 1:2 con
el material vegetal. En este punto fue ne-
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cesario realizar dos lavados adicionales
con este solvente, para eliminar com-
puestos fendlicos que pueden ser poten-
ciales inhibidores de esta enzima (10).
Una vez eliminados los compuestos inter-
ferentes, se adicioné amortiguador
Na,HPO,-NaH,PO, 100 mM, pH 6,5;
posteriormente se centrifugd a 11000 xg
durante 30 min., el sobrenadante se retird
cuidadosamente y se guardd a —15 °C para
someterlo a los analisis posteriores de ac-
tividad enzimatica, y de cuantificacion de
proteina por el método de Bradford (11) y
la linealizacién reportada por Zor y Se-
llinger (12). La actividad se determin6 en
los extractos crudos obtenidos, mediante
cuantificacion del dcido cindmico genera-
do por la enzima a una longitud de onda
de 270 nm en la que absorbe el doble enla-
ce generado.

o]

o]
OH ©/\)‘\OH
HoN
L-Fenilalanina Acido cinamico

Para realizar la cuantificacion espec-
trofotométrica del acido cindmico genera-
do, se realiz6 una curva de calibracion
(270 nm) en el rango de concentraciones
en las que se presenta linealidad. Los re-
sultados en esta parte se expresaron como
actividad especifica (nmoles 4cido cindmi-
co/min*mg proteina) y como actividad
por gramo de material vegetal (nmoles 4ci-
do cindmico/g material vegetal).

Seleccién de condiciones para
la extraccion de la PAL a partir
de tallos y raices de clavel

Bajo estas condiciones preliminares de
cuantificacion se llevo a cabo la seleccién
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Tabla 1. Tratamientos ensayados para la extraccion de la enzima PAL en raices de clavel.

Tratamiento | Tratamiento previo Relacién material Amortiguador
a la extraccién vegetal: amortiguador de extraccién
de extraccién
1 Ninguno 1:2 Fosfato pH 6,5
2 Polvos de acetona 1:2 Fosfato, 3% PVPP
3 Polvos de acetona 1:3 Fosfato, 3% PVPP
4 Polvos de acetona 1:2 Fosfato, EDTA 2mM y
mercaptoetanol
5 Polvos de acetona 1:3 Fosfato, EDTA 2mM y
mercaptoetanol®

* La concentracion de 3-mercaptoetanol (18 mM) se mantiene constante en todos los ensayos.

de los pardmetros para la extraccion de
esta enzima en tallos y raices de clavel,
usando esquejes de tres semanas de enrai-
zamiento de la variedad Carolina, tole-
rante al marchitamiento vascular causado
por Fusarium oxysporum f. sp. dianthi
raza 2. Cada tratamiento se realizd por
triplicado y la evaluacion de actividad por
duplicado. Los tratamientos iniciales uti-
lizados para extraer la enzima se mues-
tran en la Tabla 1.

Los tratamientos 2 y 3 se basaron en la
metodologia reportada previamente para
la extraccion de enzimas similares en esta
especie vegetal (7). En el tratamiento 3 se
utiliz6 un amortiguador frecuentemente
reportado para la extraccion de esta enzi-

ma en diferentes fuentes vegetales (13).
Asi mismo, teniendo en cuenta que en
esta evaluacion realizada en raices la rela-
ciéon material vegetal: amortiguador de
extraccion que generaba los mejores re-
sultados en cuanto a la actividad extraida
erala 1:3 (Figura 1), esta fue la que se us6
para el caso de la seleccion en tallo. En la
Tabla 2 se presentan los tratamientos en-
sayados para este dltimo 6rgano.

Seleccionadas las condiciones de ex-
traccién mas favorables para esta enzima,
se evalu¢ el efecto que presentaba el pH
del amortiguador de extraccion (Tabla 3).

Considerando lo reportado por varios
autores, se ensayaron los amortiguadores
fosfato de sodio 100 mM pH 7,0 (13 y 14)

Tabla 2. Tratamientos ensayados para la extraccion de la enzima PAL en tallos de clavel.

Tratamiento | Tratamiento previo Relacién material Amortiguador
a la extraccién vegetal: amortiguador de extraccion
de extraccion
1 Ninguno 1:2 Fosfato pH 6,5
2 Polvos de acetona 1:3 Fosfato 3% PVPP
Polvos de acetona 1:3 Fosfato, EDTA 2mM
y mercaptoetanol
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Tabla 3. Tratamientos ensayados para la seleccion del pH de extraccién de la enzima

PAL presente en tallos y raices de clavel.

Tratamiento | Tratamiento Relacion material Fuente Amortiguador
previo a la vegetal: amortiguador| vegetal de extraccion
extraccion de extraccion

1 Polvos Tallo Fosfato pH 7,0,
de acetona EDTA 2Mm
y mercaptoetanol
2 Polvos Tallo Borato pH 8,8,
de acetona EDTA 2Mm
y mercaptoetanol
3 Polvos Raiz Fosfato pH 7,0,
de acetona EDTA 2Mm
y mercaptoetanol
4 Polvos Raiz Borato pH 8,8,
de acetona EDTA 2Mm
y mercaptoetanol

y borato 100 mM pH 8,8 (15). Para este
experimento se mantuvieron constantes al-
gunos de los aditivos reportados por (13)
de acuerdo con los resultados obtenidos
previamente. Los ensayos a partir de este
punto se hicieron de manera conjunta en
tallos y raices de clavel con el fin de eva-
luar la posible presencia de diferentes iso-
formas en las partes de la planta y conside-
rando también el efecto que podia tener la
composicion de la matriz de extraccion.

Algunos procedimientos sugieren el
uso adicional de PVPP (polivinil polipi-
rrolidona) durante la extraccion de esta
enzima, con el fin de eliminar completa-
mente los compuestos fendélicos que pue-
den actuar como inhibidores de la misma
(7 y 10). Para evaluar el efecto que pre-
sentaba este polimero en la extraccion de
la PAL, bajo las condiciones ya seleccio-
nadas hasta este punto, se compararon los
niveles de actividad con y sin la adicién
de este compuesto. Los tratamientos en-
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sayados se encuentran resumidos en la
Tabla 4.

Seleccién de condiciones para
determinar la actividad de la PAL
en extractos obtenidos a partir

de tallos y raices de clavel

Una vez escogida la metodologia para la
extraccion de la enzima a partir de tallos y
raices de clavel, se evaluaron las condi-
ciones adecuadas para la determinacién
de su actividad. Para ello, con extractos
obtenidos bajo las condiciones seleccio-
nadas previamente, se determind el efec-
to que presentaban parametros como la
concentracién de sustrato, pH, tempera-
tura y tiempo de reaccion. Dichos ensa-
yos se realizaron para extractos obtenidos
tanto de tallos como de raices de manera
independiente. Para cada parametro eva-
luado, cada una de las determinaciones de
actividad se realiz6 por duplicado. Se
contaba en este punto con un ensayo dis-
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Tabla 4. Tratamientos para evaluar el efecto de PVPP en la extraccion de la PAL pre-

sente en tallos y raices de clavel.

Tratamiento | Tratamiento Relacién Fuente Amortiguador
previo ala | material vegetal:| vegetal de extraccién
extraccion amortiguador

de extraccion
1 Polvos 1:3 Tallo Borato pH 8.8, EDTA
de acetona 2mM y 18mM
mercaptoetanol
2 Polvos 1:3 Tallo Borato pH 8.8, EDTA
de acetona 2mM y 18mM
mercaptoetanol + PVPP
3%
3 Polvos 1:3 Raiz Borato pH 8.8, EDTA
de acetona 2mM y 18mM
mercaptoetanol
4 Polvos 1:3 Raiz Borato pH 8.8, EDTA
de acetona 2Mm y 18mM
mercaptoetanol + PVPP
3%

continuo usando fenilalanina como sus-
trato, a una concentracion final de 5 mM
en un amortiguador borato 60 mM a pH
8,8. Tanto la mezcla de reaccién como los
blancos correspondientes se mantenian a
37 °C por 1 hora, para posteriormente de-
tener la reaccion con un calentamiento
por 10 min a 80 °C. De acuerdo con ensa-
yos previos, se seleccion6 que la relacion
enzima-sustrato mas conveniente para la
cuantificacion de esta enzima tanto en ta-
llos como en raices era de 50 uL de ex-
tracto en una mezcla de reaccion (15 ug
de proteina aproximadamente) con un vo-
lumen final de 450 uL. Posteriormente,
bajo las condiciones experimentales ante-
riormente descritas, se determiné la con-
centracion de sustrato que generaba los
mejores resultados en cuanto a actividad
especifica. Para ello se mantuvieron
constantes los demds parametros y la con-

centracion de fenilalanina se varié en el
rango de 5 mM a 50 mM.

Determinada la mejor relacién enzi-
ma-sustrato, y manteniendo los demas
parametros constantes, se evaluo el efec-
to del pH en la reaccion. Con este fin, se
utilizaron los amortiguadores acetato de
sodio-acido acético a pH 4,0, citrato de
sodio - acido citrico en el rango de 4 a 6;
el amortiguador Na,HPO,- NaH,PO, en
el rango de 6,0 a 8,0, el amortiguador bo-
rato pH 9, glicina - NaOH a pH 10 y
NazHPO4- Na3PO4 a pH 11.

Con el pH y la relacién enzima-sustra-
to seleccionados, se evaluo el efecto de la
temperatura en la actividad enzimatica.
Para tal fin se determinaron las activida-
des enzimaticas a 0, 21, 37, 45, 55, 64,
81y 90 °C, y se escogi6 la que presentd
los mayores niveles. Por tltimo, se eva-
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Iué el tiempo 6ptimo de reaccion determi-
nando, con los pardmetros previamente
seleccionados (relacién enzima-sustrato,
pH y temperatura), la actividad para los
tiempos 0, 10, 20, 30, 45 y 60 min.

Evaluacién de la induccion de la PAL
en el ensayo in vivo, usando como
elicitor extracto crudo del hongo

Con el fin de evaluar el efecto del trata-
miento con elicitores obtenidos de Fusa-
rium oxysporum f. sp. dianthi raza 2 en la
actividad de la enzima en estudio a nivel
del tallo, se dispuso de un disefio experi-
mental totalmente aleatorizado con 4 tra-
tamientos (T1 variedad tolerante control,
T2 variedad tolerante inoculada, T3 va-
riedad tolerante aspersion y T4 variedad
tolerante inmersion), con muestreos a las
0,6, 12,24, 48,96y 192 horas posinocu-
lacion. El tratamiento con la fraccion cru-
da del hongo, se realizé por aspersion so-
bre los tallos de los esquejes y por
inmersion de las raices. Con el tratamien-
to de inmersion (T3) se buscaba simular
las condiciones de inoculacién que son
propias del patdgeno en su interaccion na-
tural con la planta. A su vez, el tratamien-
to con aspersion (T4) pretendia evaluar la
factibilidad de una induccién mediante un
tratamiento externo que asemejara las
condiciones usadas en campo para la apli-
cacion de productos usados como parte
del control de plagas. Los esquejes some-
tidos a los diferentes tratamientos se man-
tuvieron bajo las mismas condiciones de
temperatura, iluminacién y humedad. La
extraccion se realizé con triplicado para
cada tratamiento. La cuantificacion de la
actividad se hizo por duplicado en cada
uno de los extractos obtenidos usando las
condiciones previamente seleccionadas.
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El analisis estadistico de los resultados se
llevé a cabo mediante un analisis sencillo
de varianza (Anova) usando la prueba de
Tuckey para asignar grupos estadistica-
mente similares.

RESULTADOS Y DISCUSION

Seleccion de condiciones para
la extraccion de PAL a partir
de tallos y raices de clavel

Para evaluar la actividad enzimatica de
PAL durante el ensayo in vivo, se reque-
rian unas condiciones favorables y con-
fiables tanto para su extraccién como
para su cuantificacion en extracto crudo.
Es por ello que los primeros ensayos rea-
lizados en el presente estudio pretendian
evaluar cudl era el efecto de la utilizacion
de los polvos de acetona y cudl procedi-
miento general era el adecuado para la ex-
traccion de la enzima de interés a partir de
tallos y raices de clavel. En este punto es
importante citar que, aunque el ensayo
evaluo la induccion solo a nivel del tallo,
la evaluacién de condiciones de extrac-
cion y cuantificacion en raices pretendia
comparar con lo encontrado en tallo y de
esta manera indagar acerca de la posible
presencia de diferentes isoformas en es-
tos dos drganos. La utilizacion de los pol-
vos de acetona es determinante para po-
der llevar a cabo una adecuada extraccion
de esta enzima a nivel de la raiz (Figura
1). Dicho tratamiento elimina de manera
eficiente los fendlicos y pigmentos que
interfieren durante la cuantificacion es-
pectrofotométrica del 4cido cindmico ge-
nerado durante el ensayo de actividad. Se
puede observar, ademas, que con los tra-
tamientos 4 y 5 se presentan mejores re-
sultados en cuanto a la selectividad de la
extraccion, pues la actividad por mg de
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Figura 1. Evaluacion de los tratamientos usados para la extraccion de PAL a partir de raices de clavel.

proteina es mayor al compararla con los
demas tratamientos, al nivel de signifi-
cancia trabajado ( = 0,05). No existen di-
ferencias en cuanto a la relaciéon material
vegetal: amortiguador de extraccion; la
relacion 1:3 fue la seleccionada para rea-
lizar los ensayos en el tallo.

Los resultados obtenidos en el tallo
(Figura 2) coinciden con lo encontrado
previamente en la raiz e indican que la ex-
traccion de esta enzima en clavel se ve fa-
vorecida al usar aditivos que comiinmen-
te se utilizan para la extraccion de algunas
enzimas en diferentes fuentes vegetales.
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Figura 2. Evaluacién de los tratamientos usados para la extraccion de PAL en el tallo de clavel.
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Por ejemplo, se reporta frecuentemente el
uso de beta mercaptoetanol para la extrac-
ciéon de enzimas que presenten grupos
sulfidrilo libres. Estos aditivos, a su vez,
ademads de dar mayor estabilidad a la en-
zima en solucidn, hacen que la extraccién
pueda llevarse a cabo de manera mas se-
lectiva.

Una vez se seleccionaron estas condicio-
nes, se dispuso evaluar, tanto en tallos
como en raices, el efecto del pH del amorti-
guador usado durante la extraccion (Figura
3). La evaluacion se llevé a cabo tanto en
tallos como en raices de manera conjunta
con fines comparativos. En este ensayo se
mantienen constantes los aditivos previa-
mente seleccionados y las condiciones de
extraccion previamente descritas.

Los resultados indican que el pH de
mayor extraccion fue de 8,8 tanto para ta-
llos como para raices, el cual coincide
con los pH de extraccién usados para este
tipo de enzimas (13) e indica, ademas,

que es probable que las isoenzimas de la
PAL en clavel presenten pl acidos. Afir-
macién sustentada por la tendencia de
proteinas con puntos isoeléctricos meno-
res de 7 a presentar una alta carga y por
ende importante solubilidad a pH basico.
Por otro lado, tal y como se describe en la
parte experimental, también se evalud el
efecto que tiene el PVPP en el proceso de
extraccion (Figura 4).

El PVPP se utiliza frecuentemente
para la extraccion de proteinas que pre-
sentan interferencia con compuestos fe-
nolicos, teniendo en cuenta la capacidad
que presenta para retener este tipo de
compuestos. Como se puede observar en
la Figura 4, en raices la utilizacion de
PVPP en el amortiguador de extraccién
disminuye la actividad. Esta disminucién
indica que es probable que los residuos de
tipo aromatico que se presentan en las en-
zimas PAL de clavel generen una reten-
cion de la proteina en este polimero inso-
luble y una posterior disminucién en los
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Figura 3. Efecto del pH en la extraccion de PAL a partir de tallos y raices de clavel.
Tratamientos con letras diferentes presentan diferencias significativas (P < 0,05).
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Figura 4. Efecto del PVPP en la extraccion de PAL a partir de tallos y raices de clavel.

niveles finales de actividad en el extracto.
Dichos residuos aromaticos que, de
acuerdo con el andlisis de aminoécidos de
la secuencia de PAL1 en clavel
(BAB19128.1) con la herramienta bioin-
formaética pepstat de EMBOSS, son el 9%
de la secuencia primaria, se encuentran
principalmente en dominios altamente
conservados para este tipo de enzimas,
que son caracteristicos de la familia de
PAL presentes en diferentes plantas y mi-
croorganismos  (Conserved Domain
00332 en la base de datos del NCBI). De
acuerdo con los alineamientos realizados
con las secuencias que presentan este do-
minio y la secuencia de la enzima PAL1
de clavel (BAB19128.1), estos a.a. se
mantienen en esta Ultima y es probable
que cumplan un papel funcional en este
tipo de enzimas, justificando aun mas el
efecto inactivador de la PVPP. Por otro
lado, al menos con los ensayos realizados
a este punto, es evidente que no existen
muchas diferencias entre las enzimas pre-

sentes en tallos y raices. Es por ello que
las condiciones finales seleccionadas y
recomendadas para la extraccion de esta
enzima a partir de tallos y raices de clavel
consisten en un tratamiento con acetona a
-15 °C al material vegetal macerado con
nitrégeno liquido y una posterior extrac-
cioén en una relacion 1:3 con el amortigu-
dor borato pH 8,8 que contiene EDTA 2
mM y beta mercaptoetanol 18 mM.

Seleccion de condiciones para

la cuantificacién de PAL en extractos
obtenidos a partir de tallos y raices
de clavel

Una vez determinadas las condiciones de
extraccion de esta enzima, se selecciona-
ron las mejores para su cuantificacion.
Tal y como se describe en la metodologia,
se evalian diferentes pardmetros con el
fin de optimizar el ensayo enzimatico.
Los resultados obtenidos para la enzima
PAL de los diferentes parametros evalua-
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dos en tallos y raices de clavel se resumen
en la Figura 5.

Como se puede observar en la Figura
5, el comportamiento de la actividad con
respecto a los valores de temperatura de
reaccion es similar para extractos obteni-
dos de los dos 6rganos de la planta en es-
tudio, siendo mayores en un valor de 37
°C, temperatura frecuentemente reporta-
da como dptima para este tipo de enzimas
(5 y 16). Sin embargo, para los otros pa-
rametros evaluados, se presentan diferen-
cias importantes entre tallos y raiz lo que
indica que es probable, tal y como ha sido
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reportado en otras fuentes vegetales (8 y
17), que en clavel se presenten diferen-
cias en cuanto a las isoenzimas en estos
dos o6rganos. Los valores seleccionados
con estos ensayos para la cuantificacion
de la actividad en extractos obtenidos a
partir de tallo son: concentracién de sus-
trato 35 mM, pH 8,0, temperatura 37 °C
y tiempo de reaccion de 10 min. Estos re-
sultados son similares a los encontrados
en otras fuentes vegetales, como es el
caso del pH, en donde 8,8 es el valor mas
frecuentemente encontrado como 6ptimo
para PAL de plantas (13, 14 y 15). A su
vez, para raiz esta evaluacion genero los
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Figura 5. Seleccion de condiciones para la cuantificacién de la actividad de PAL en ta-

llos y raices de clavel.
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siguientes resultados: concentraciéon de
sustrato 20 mM, pH 6,0, temperatura 37
°C y tiempo de reaccion de 20 min. Este
conjunto de resultados permite evidenciar
que es probable que exista una expresion
diferencial de isoformas de la PAL en ta-
llos y raices de clavel, lo cual estaria de
acuerdo con reportes generados por el
grupo del japonés Yoshimoto (18), quie-
nes realizando ensayos de Southern Blot
encontraron al menos 5 isoformas para
esta enzima en clavel. Con el fin de con-
firmarlo se requieren anélisis electroforé-
ticos de las diferentes isoformas en los ex-
tractos obtenidos de estos dos Organos.
Por otro lado, estos resultados confirman
también que es necesario realizar este tipo
de estudios para llevar a cabo evaluacio-
nes confiables de la actividad enzimética
en diferentes 6rganos, a pesar de que se
trate de un mismo genotipo vegetal.

Evaluacion de la induccion de la PAL
durante el tratamiento con el extracto
del patogeno

En este punto se cuenta con un conjunto
de condiciones que permiten no solo rea-
lizar la mayor extraccion de la enzima,
sino cuantificar la actividad de esta enzi-
ma de manera confiable. Con las condi-
ciones seleccionadas, los resultados de la
evaluacion de la actividad enzimaética de
la PAL en los diferentes tratamientos de
induccién propuestos para los diferentes
tiempos de muestreo, se presentan resu-
midos en la Figura 6. En estos se puede
observar que los niveles de la enzima
PAL se mantienen con cambios modera-
dos la mayor parte del tiempo de estudio
para el tratamiento control (T1, a excep-
cién de las 96 horas), lo cual indica que
las condiciones ambientales del ensayo no

afectaron los procesos en los que se en-
cuentra involucrada esta enzima. Este
hecho permite evidenciar que la utiliza-
cién de estos controles se hace necesaria
con el fin de asegurar que los resultados
encontrados se presenten debido exclusi-
vamente al fenémeno que se quiere eva-
luar y no debido a las condiciones exter-
nas del ensayo.

Con respecto a los resultados obteni-
dos en este ensayo, se puede evidenciar
que los niveles de actividad en el tallo
para esquejes de la variedad tolerante per-
manecen constantes a lo largo del estudio,
en todos los tiempos de muestreo, tanto
para controles “T1” como para plantas
inoculadas con el patégeno “T2”. Estos
resultados indican que la activacion de la
ruta fenilpropanoide como parte de la res-
puesta ante el ataque del patégeno a nivel
del tallo es inexistente, al menos en los
tiempos evaluados y con la variedad tole-
rante usada. Este ensayo muestra que
cuando la acumulacién de compuestos fe-
nolicos se presenta a nivel del tallo duran-
te el ataque del patégeno (19), puede de-
berse a la activaciéon de otras rutas
metabdlicas de biosintesis diferentes a la
fenilpropanoide, fendmeno que se ha pro-
puesto recientemente en otras especies
vegetales (20). Por otro lado, como se
puede observar en los tratamientos T3 y
T4, mientras que el tratamiento con as-
persién no generd cambios en la actividad
de la PAL, a ninguno de los tiempos eva-
luados, el tratamiento de inmersion de las
raices en el extracto del hongo (T4) pre-
sent6 una induccién estadisticamente ma-
yor a las 12 h posinoculacion. Este efecto
se presentd de manera exclusiva con esta
técnica de elicitacion, e indica que con la
otra técnica (aspersion) no se tiene ningin
efecto sobre la actividad de la enzima. La

163

ioquimica

Organicay B



REVISTA COLOMBIANA DE QUIMICA, VOLUMEN 36, No. 9 DE 2007

1200,0 7

1000,0 1

800,0

600,0

Actividad especifica (nmol acido
cindmico/min* mg proteina)

400,0

N

e

’
\
\
\

200,0

A
\\

X

77777770

12

T1 B8 Control
T2  ®Inoculacion
T3 Aspersion

Inmersion

=

3

3

o]
]

2%

s

2

F

24

Tiempo del ensayo (horas)

Figura 6. Evolucion de la actividad de PAL durante el ensayo in vivo en plantas de cla-
vel inoculadas y tratadas con el elicitor de Fusarium oxysporum f. sp. dianthi raza 2.

inmersion de las raices en el extracto cru-
do del hongo, que se asemeja a la técnica
de inoculacién usada para evaluar los
efectos relacionados con la infeccion
(21), permite que en el punto natural de
contacto del patégeno, la raiz, se perci-
ban el conjunto de elicitores que se en-
cuentran en el extracto crudo del patoge-
no. Resultados similares en otros mo-
delos que involucran patdgenos del géne-
ro Fusarium han mostrado también in-
duccién de la ruta fenilpropanoide ante
tratamientos similares con fracciones
crudas del patogeno (5). En estos estudios
también se ha encontrado que, a pesar de
que la naturaleza quimica de las molécu-
las con actividad elicitora puede ser muy
variada, los carbohidratos podrian ser de-
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terminantes para que se presente esta acti-
vidad en extractos crudos de este tipo de
patégenos (5). Es importante destacar
que, de acuerdo con este estudio, en el
modelo clavel-Fod estos elicitores gene-
ran una induccién que se presenta tnica-
mente durante el tratamiento con el ex-
tracto crudo, mas no con el patégeno
directamente, lo cual indica que existen
mecanismos particulares de regulacién de
la planta o supresion por parte del patoge-
no, que pueden en un momento dado de-
terminar la expresion final de la induc-
cion de la respuesta de defensa y que son
regulados negativamente ante la presen-
cia del patégeno. Fenémenos como la ac-
cién de supresores de mecanismos de de-
fensa han sido involucrados en este tipo
de comportamientos (22).
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CONCLUSION

En este estudio se evidencia la compleji-
dad de los procesos de reconocimiento
del patégeno Fusarium oxysporum f. sp.
dianthi, agente causal del marchitamiento
vascular en el clavel. Dichos procesos a
su vez determinan que se presente en un
momento dado la expresién final de la
respuesta de defensa que tiene como obje-
tivo localizar el patégeno y detener su
avance a través de los tejidos de la planta.
Con estos resultados se evidenci6 ademés
la capacidad que tiene el clavel para reco-
nocer elicitores del patégeno y el papel de
estos ultimos para inducir en la planta una
respuesta relacionada con defensa. La
complejidad de estos procesos confirma
que estudios encaminados a su elucida-
cién son fundamentales en la busqueda de
los fendmenos bioquimicos de defensa
que presentan algunas variedades de cla-
vel ante el ataque por este patdgeno.
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