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Determinacion de la actividad de la enzima
Fenilanina Amonio Liasa (PAL) en muestras
vegetales tratadas con Brotomax®

Los metabolitos secundarios de las plantas son moléculas orga-
nicas que cumplen funciones no esenciales, pero si necesarias.
Dentro de ellos ocupan un papel fundamental los componentes
fendlicos o fenilpropanoides, los cuales son modulables bioquimi-
camente y sintetizados principalmente en dos rutas, la ruta del
acido shikimico y en menor medida en la ruta del acido maldnico.
La enzima Fenilanina Amonio Liasa (PAL) se encuentra en la ruta
del acido shikimico y es la responsable de la sintesis de los polife-
noles, fitoalexinas y fitotoxinas en las plantas de manera natural.
Losresultadosobtenidosenel Consejo Superior de Investigaciones
Cientificas(CSIC) demuestran cémo la aplicacién de Brotomax® en
una plantacion sana de uva de mesa, es capaz de incrementar la
actividad enzimatica de la PAL en hojas, existiendo diferencias
estadisticas respecto al no tratado o testigo. También se obtienen
mejores resultados cuando realizamos la aplicacidn via riego de
dicho elicitor en comparacion a su aplicacién via foliar.
Brotomax® no aporta directamente los compuestos fendlicos a la
planta, sino que incide en la modulacidén bioquimica de los mismos,
y deja que la naturaleza regule y equilibre su accion.
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Polifenoles, Elicitor

Las plantas producen una gran cantidad de metaboli-
tos primarios y secundarios. Los metabolitos primarios
son moléculas que estan directamente relacionadas con
funciones vitales de la planta, mientras que los secun-
darios son moléculas organicas que cumplen funciones
no esenciales en la misma, tales como: mecanismos de
defensa contra ataques de microorganismos patdgenos,
reconstruir y reforzar las paredes celulares, establecer el
color de la flor y los frutos, contribuir sustancialmente a
los sabores y olores, actuar de antioxidantes de células,
atraer polinizadores, favorecer el cuajado, absorber la ra-
diacién UV, repelentes contra herbivoros , etc.

Dentro de los metabolitos secundarios de las plantas,
ocupan un lugar preferente los polifenoles o fenilpropa-
noides, ampliamente distribuidos en el reino vegetal y
modulables bioguimicamente. El contenido en polifeno-
les varia en cada planta dependiendo de la especie o va-
riedad. Las investigaciones cientificas avalan sus efectos
fisiolégicos positivos sobre la salud humana, en la pre-
vencién y tratamiento de enfermedades, y en la partici-
pacion en la calidad de los alimentos.

La mayor parte de los compuestos fendlicos existentes
son sintetizados en dos rutas metabdlicas fundamentales
en las plantas, la ruta del acido shikimico y, en menor
medida, en la ruta del &cido malénico. El resultado de la

ruta del acido shikimico son los aminoacidos aromaticos,
fenilanina, triptéfano y tirosina. La mayoria de los com-
puestos fendlicos derivan de la fenilanina.

La enzima Fenilalanina Amonio Liasa (PAL) es la respon-
sable de la sintesis de polifenoles en las plantas y esta si-
tuada en un punto de ramificacion entre el metabolismo
primario y secundario. El aminoacido esencial fenilanina
parte del metabolismo primario de las plantas y entra en
el metabolismo secundario cuando la enzima PAL cataliza
la eliminacién de un amonio convirtiendo a la fenilalanina
en acido cindmico, precursor de fenoles simples como los
acidos cumarico y benzoico, y fenoles complejos como
flavonoides, fitoalexinas, ligninas, suberinas, estilbenos,
entre otros.

Las plantas se defienden de las infecciones causadas por
patdgenos mediante su propio sistema de defensa sin-
tetizando unas sustancias conocidas como fitoalexinas
(post — infeccién). Dichas sustancias son téxicas para un
amplio espectro de patégenos. Por el contrario, las llama-
das toxinas pre-infeccionales son compuestos constituti-
vos de las plantas y estan presentes en los tejidos sanos
en distintas concentraciones con el objetivo de proteger-
los de una posible infeccion, denominandose fitotoxinas.
Ambas sustancias son sintetizadas por la PAL de forma
natural, aunque existe un aumento considerable de dicha
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PREPARACION DE EXTRACTOS

4 g de hojas frescas
+
15 mL Tampén Trisborato sédico 100 M, pH 8,5
(+10 mM mercaptoetanol y 3%PVPP)

}

Triturar en Ultraturrax, velocidad médxima, durante | minuto

}

Centrifugar, 3000 rpm, 20 min

l

Recoger sobrenadante y determinar la actividad PAL

DETERMINACION ACTIVIDAD DE LA FENILALANINA AMONIO LIASA
(PAL)

50-100 pL Extracto PAL*

+

100-50 pL Tampdn Trisborato sédico 100 M, pH 8,5
+

30 L fenilatanina 12 Mm

}

Calentar en estufa, a 30°C, durante 30 minutos

}

Adiadir 20 ul HCI 4 mM para detener la reaccién

|

Leer a 290 nm

Figura 1. Protocolo para la obtencién del extracto enzimatico.

actividad cuando tenemos un dafio potencial causado a
la planta por un agente patdgeno o una situaciéon de es-
trés bidtico o existe un mecanismo defensivo preventivo
desencadenado por la aplicacién de un producto elicitor.

El objetivo de este estudio ha sido conocer la incidencia
de los tratamientos con Brotomax® sobre la actividad de
la enzima PAL, responsable de la sintesis de polifenoles
en las plantas y, entre otras funciones, favorecer la for-
macioén de lignina, prevenir la penetracion de la infeccién
en los tejidos vegetales, ademas de inducir la sintesis de
flavonoides con propiedades antioxidantes, gracias a su
capacidad de inhibir la produccién de radicales libres.

Materiales y métodos

La experiencia se realizé en una plantacion comercial de
uva de mesa (Vitis vinifera) negra sin pepita de la varie-
dad “Melody®” de seis aflos y marco de plantacion de
3,50 x 2,90 m, en un parral bajo malla y plastico situado
en la localidad de Hoya del Campo (Murcia). El sistema
de riego se caracteriza por tener emisores cada 75 cm
dentro de cada ramal y un caudal de 2- 4 L/Ha.

El disefo experimental fue de bloques al azar, con cuatro
repeticiones por cada tratamiento o tesis (T1: Brotomax®
via riego a razén de 6 L/Ha; T2: Brotomax® via foliar a
razéon de 3 /Ha ; T3: Testigo — No tratado) y cada bloque
se dividio en tres subparcelas de 3,50 m x 39 m de largo
(10 plantas/parcela).

Se realizaron las aplicaciones de la Tesis 1 (T1) via riego y
la Tesis 2 (T2) via foliar el dia 02/05/19 observandose un
estado fenoldgico “J”, cuajado. Las condiciones climati-
cas fueron las tipicas de la época y zona.

Alos 21 dias tras la aplicacion se tomaron 24 hojas al azar
por tratamiento y repeticion, obteniendo finalmente una
muestra homogénea de las distintas tesis o tratamientos
realizados. Dichas muestras fueron transportadas en frio
hasta el Consejo Superior de Investigaciones Cientificas
de Sevilla (CSIC) - Instituto de la Grasa donde, tras ser
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Figura 2. Esquema del protocolo realizado para la determinacién de la acti-
vidad de la enzima PAL.

recepcionadas, se mantuvieron congeladas a -20°C hasta
su analisis.

De cada muestra se utilizaron 4 g (por duplicado) para la
obtencion del extracto enzimatico (Figura 1), realizando-
se cuatro medidas de cada uno de ellos. Los resultados se
han expresado como la media aritmética + su desviacion
estandar en las distintas determinaciones.

Para la correcta determinacion de dicha actividad enzi-
matica lo primero que se necesita es la obtenciéon de ex-
tractos que contengan las enzimas en su forma nativa,
evitando las alteraciones de esta durante el proceso ex-
tractivo. Para ello, se ha utilizado una solucion tampon, al
pH adecuado, y se han mantenido las muestras y reacti-
vos a baja temperatura (bafo de hielo y/o nitrégeno liqui-
do) durante todas las etapas de obtencién y purificacion
de los extractos.

Una vez obtenidos los extractos correspondientes el equi-
po de investigadores del CSIC siguio6 el protocolo que se
describe a continuacién (Figura 2) y que consiste en po-
ner en contacto la enzima presente en el extracto con
un sustrato especifico, determinando a continuacion en
el espectrofotometro y a la longitud de onda especifi-
ca para cada reaccion, el incremento o disminucién de
absorbancia que se produce como consecuencia de la
accion de la enzima sobre el sustrato. Las unidades de
la actividad de la enzima PAL se calculan en funcién de
dichos cambios de absorbancia referidos a 1 g de mate-
rial vegetal y por minuto.

Resultados y Discusion

La accién del producto Brotomax® como elicitor ha sido
demostrada en diversas especies de interés agricola. En los
citricos, es bien conocida su accion estimulante en la bio-
sintesis de flavanonas y flavonas, asi como de la expresion
de la fitoalexina escoparona en frutos infectados en tange-
lo Nova, produciéndose como consecuencia el incremento
de resistencia frente al ataque por Phytophtora. En olivo,
ha quedado establecida su influencia sobre la sintesis de
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7,31c

Brotomax Via Riego 6 L/Ha

Actividad de la Enzima
Fenilanina Amonio Liasa (PAL)

I 5,85b

-2 Brotomax Via Foliar 3 L/Ha

FyCA

Fitoguimicos y calidad de alimentos

#CSIC

COMBER SUPEROR O IVESTOACKES CONTICAS

4,52a

N

N

- Testigo - No tratado

Figura 3. Datos medios de las distintas determinaciones de la actividad de la enzima PAL (incremento de absorbancia por gramo de material y por minuto) de las

diferentes Tesis (T1, T2, T3).

compuestos fendlicos que incrementan el potencial an-
tioxidante y antifungico en diferentes variedades. En algo-
dén, aumenta el contenido fendlico, clorofilas y produc-
cion de etileno, los cuales tienen una repercusion directa
en el incremento de los mecanismos de defensa natural
de las plantas de algodon frente a F. oxysporum. En vifa,
aumenta el contenido total de polifenoles en los diferentes
6rganos, asi como la reduccién de la obstruccion de vasos
xilematicos en los nuevos tallos y raices formadas. También
existen estudios referentes al aumento de la composicion
fendlica en hollejo, mosto y pepita. En fresa, se ha demos-
trado que se activan genes relacionados con las defensas
de las plantas, induciendo a la produccion de polifenoles
y al aumento de la resistencia frente a Colletotrichum acu-
tatum.

Todas estas investigaciones ponen de manifiesto que
el producto Brotomax® aumenta los compuestos feno-
licos en la planta, por lo que es interesante conocer si
ese aumento de fenilpropanoides esta relacionado con
un aumento de la actividad enzimética de la PAL, enzi-
ma compleja y versatil entre cuyas funciones destaca la
regulacién del metabolismo de los compuestos fendlicos,
tales como resveratrol, ligninas, suberinas y derivados del
acido cinamico, todos ellos relacionados con los mecanis-
mos de defensa de las plantas.

En el estudio se ha realizado el andlisis estadistico para
comprobar la existencia de diferencias significativas entre
los diferentes tratamientos o tesis para la actividad de la
enzima PAL.

Para ello se realizé un andlisis de varianza con un factor
(ANOVA), que dio como resultado el rechazo de la hipo-
tesis nula de igualdad de medias de las tres tesis.

Se ha aplicado el test LSD (Least Significant Difference)
de Fisher de comparaciones multiples que nos ha permi-
tido comparar las medias de las tres tesis entre si. Como
resultado se ha obtenido que existen diferencias estadis-
ticas entre los distintos tratamientos (p<0,05), siendo el
tratamiento o Tesis 1 (T1) la que presenta mayor diferen-
cia respecto al tratamiento o Tesis 3 (T3). Los resultados
obtenidos se observan en la Figura 3 y revelan que el
tratamiento o Tesis 1 (T1) realizado via riego a razéon de 6
L/Ha con Brotomax® obtiene mejores resultados frente al
tratamiento o Tesis 2 (T2) aplicada via foliar a razén de 3
/Ha, aunque ambos tratamientos presentan una mayor
actividad enzimatica de la PAL respecto al no tratado o
testigo (Tesis 3), existiendo diferencias significativas entre
los distintos tratamientos.

Conclusiones

Brotomax® es un elicitor capaz de incrementar conside-
rablemente la actividad de la enzima PAL, existiendo una
mayor actividad cuando realizamos el tratamiento via rie-
go.

Brotomax® no aporta directamente los polifenoles a la
planta, sino que incide en la modulacion bioguimica de
los mismos, y deja que la naturaleza regule y equilibre su
accion.
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