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RESUMEN

Diversas gramineas contienen glucésidos de dcidos hi-
droxdmicos cfclicos, los cuales se hidrolizan a las aglucg
nas correspondientes al macerar los tejidos. Tales 4cidos .
hidroxémicos (Hx) son fitotéxicos e inhiben el crecimiento
de patégenos, desconociéndose su modo de accidén a nivel mgo
lecular. En esta tesis se aislé la DIMBOA (2,4—dihidroxi-7
—metoxi-1,4-benzoxazin-3—ona) y el DIMBOA-Glc (derivado 2-
0—£3—D—g1ucosilado), los Hx mé&s abundantes en extractos de
mafz. Ademds, se describen algunos efectos sobre reaccio-
nes de transduccidn de energla acopladas a transporte de g
lectrones, causados por esos Hx, y se estudié la influen-—
¢ila que sobre el complejo CE&_deespinacas e jerce la DIMBOA,
asi como la reactividad de este compuesto con aminodcidos.

Se analizé, mediante colorimetrfa, el contenido de Hx
en extractos etéreos de mafz LH Rinconada. Se encontrd des
de niveles no detectables (< 3 mg/Kg TF) en frutos no ger-
minados hasta sobre un 20 % del peso seco en nomdéfilos de
5 dfas. Las hojas presenteron niveles mds altos gque tallos
y rafces. La concentracidn varid con la edad de las pldntu

les, alcanzando un nivel mdximo a los 3 -4 dfas para luego

XVvi



disminuir; la cantidad total de Hx aumenté hasta los 8 - 9
dfas en cultivos a la luz, o0 hasta mds alld de los 12 dias
en pldntulas que crecieron en le oscuridad. La menor dispo
nibilidad de agua y la mayor luminosidad determinaron un ay
mento en la concentracidén, no asi en el contenido total.
En cloroplaestos clase II de espinaca, los Hx inhibie-
ron el transporte de eleotrones acoplado a la sintesis de
ATP y prdcticamente no disminuyeron el transporte medido en
condiciones basales o de desacoplamiento, concluyéndose gue
son inhibidores de reacciones de transduccidén de energie .

La DINMBOA también inhibidé la fosforilacidn oxidativa en u-

)

na suspensién de mitocondrias de corazén de bovino, aungue
en una inferior proporcidén. Lo anterior sugiere un posible
modo de accién de los Hx en organismos donde resultan in-
hibitorios.

La DIMBOA (5 mM) inhibié totalmente las fotofosforila
ciones cIclica y no cfclica y la ATPasa en cloroplastos cla

se II. Tembién inhibid en un 60 % al complejo CF., purifica

1
do y activado por calor o por digestidn con tripsina y en
un 50 % al CFl activado por incubacidén prolongeda con tio-
les (CF1+). El glucésido también disminuyé estas activida-—
des, pero con una 150 més de 4 veces superior a la de 1la
DIMBOA. Este compuesto inhibié la activided ATPEsica del

CFl+ de 2 maneras: una reversible y prdcticamente instantd
nea y otra irreversible y lenta (t% = 2,8 h). En estudios

sobre el efecto rdpido, se encontrd que la DIMBOA no actua
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ria en los sitios activos no alostéricos, que la inhibicidén
es revertida parcialmente por tioles, y que la actividad ep
zimdtica es protegida en parte por la yodoacetamida. Tem—
bién la inhibicidén por DIMBOA, tanto de 1la fotofosforila-
cidén cfclice como de la ATPasa ligada a tilacoides y acti-
vada por tripsina, fue parcialmente revertida por ditioeri
tritol. Ademés, la DIMBOA reacciona con tioles reversibley
rdpidemente formando compuestos de adicidbén, asf como irre-
versible y lentamente, dando luger a productos de 6xido -
reduccidén. Lo antecedente sugiere que la inhibicién delCFl
por la DIMBOA se debe parcialmente a su reaccidén con gru-—
pos sulfhidrilos de la enzima. Su reactividad con tioles
permite inferir que la DIMBOA podrfa afectar otras enzimas

cuya actividad depende de grupos sulfhidrilos.
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INTRODUCCTION

Se ha demostrado la existencila de varios 4cidos hidro
xémicos cfclicos (Hx) en extractos de gramineas, siendo la
DIMBOA el mé&s abundante de ellos. La DIMBOA se encuentra en
la planta como un glucésido (DIMBOA-Glc), el cual se hidro
liza enzim&ticamente al datiarse los tejidos vegetales. Se
ha demostrado que la DIMBOA provoca efectos deletéreos en
plantas e inhibe diversos agentes causantes de enfermeda -
des en gramineas, tales como bacterias, hongos e insectos.
Por ello se ha propuesto que los Hx de maiz son importan -
tes en la resistencia de la planta a los patégenos.

Los Hx de gramfneas inhiben una amplie game de orga -
nismos, desconociéndose sus efectos fisioldgicos y su modo
de accidn a nivel molecular. En esta tesis se pretende:

a) Aislar DIMBOA y DIMBOA-Clc desde plantas de mafz y
estudiar algunos factores que afectan las concentraciones
de estos compuestos en las plantas.

b) Determinar un posible modo de accién de lea DINMBOA
y del DIMBOA-Glc a nivel molecular, estudiando los efectos

de estos compuestos sobre la sintesis de ATP en plantes.



REVISION BIBLIOGRAFICA

1. Descubrimiento de Zcidos hidroxdmicos y compuestos rela

cilonados

Virtanen y sus asociados describieron efectos inhibito-

rios sobre el crecimiento de [Fusarium nivale causados por

compuestos presentes en extractos de centeno, maiz y trigo
(Virtanen y Hietala, 1956; Virtanen et al., 1956a; 1956b;
Hietala y Wahlroos, 19563 Virtanen et al., 195

puestos fueron identificados como 1,3-benzoxazolin—-2—-ona
(BOA, Fig. 1) y su derivado 6-metoxi-1l,3-benzoxazolin—2-om
(MBOA, Fig. 1). Independientemente, Koyama y sus asociados
(19553 1957) informaron la presencia del coixol (MBOA) en
gramineas del género Coix. De 40 géneros de graminess exa—
minados, detectaron MBOA sélo en las rafces de Coix. El gru
po de Virtanen habfa detectado benzoxazolinonas tambidn en
el follaje de trigo, mafz y centeng. Posteriomente, se en
contrd que estos compuestos no existian en los tejidos in-
tactos, sino que, a partir de alguin precursor, aparecilan al
moler el material frescoj; se supuso entonces que esto ocu—

rria por actividad enzimdtica (Virtanen y Wahlroos, 1958).
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Figura l. Lstructura de 1,4-benzoxazinonas y benzoxazo—

linonas encontradas en gramineas (seccidn 1.).



Pero luego, Virtanen y sus colegas, en trabajos sucesivos
hasta 1964, mostraron que las benzoxazolinonas son compues
tos de descomposicidén no enzimdtica de los 4dcidos hidroxé-
micos correspondientes: 2,4-dihidroxi-l,4~benzoxazin-3=-ona
(DIBOA, Fig. 1) y 2,4-dihidroxi-7-metoxi=~1,4~benzoxazin=3—
ona (DIMBOA, Fig. 1); DIBOA y DIMBOA, a su vez, provienen
de los respectivos glucésidos (derivados 2=0- B =D-glucosi-
lados: DIBOA-Glc y DIMBOA-Glc, Fig. 1) por hidrélisis enzi
mdtica (Wahlroos y Virtanen, 1959; 1964; Virtanen y Hietala,
1959a3; 1959b; 19603 Hietala y Virtanen, 1960a; 1960bj; 1961;
1962; Virtanen y Wahlroos, 1963).

Se propuso que la DIMBOA libre existe en plantas de mafz
(Virtenen y Wahlroos, 19633 Wahlroos y Virtanen, 1964). Es
tos autores encontraron que en las variedades de maflz dul-
ce y Early Albert no habfa hidroxamatos no glucosilados en
plantas jévenes (de menos de 2 semanas), pero si en plantas
més viejas (de 1 a 2 meses) con las puntas de sus hojas clo
rétices. Al analizar la variedad W 22, ellos encontraron
que casi la mitad de la DIMBOA existente en la planta (apro
ximadamente 700 pg/g TF) estaba en la forma no glucosilada
y concluyeron que la concentracidén de la aglucona libre pue
de variar considerablemente en distintas variedades. Curig
samente, no encontraron MBOA en los extractos, a pesar que
la DIMBOA se descompone a MBOA y 4dcido férmico en solven -~
tes acuosos. Se puede suponer entonces que la DIMBOA halla
da fue producida al efectuar las extracciones, y el corto

tiempo de manipulacidén explicaria el que no encontraran MBOA.



\Jt

Paralelamente, Beck y sus asociados estudiaron la resisten

cia de plantas de malz contra un insecto perforador de es-—

ta graminea, Ostrinia pubilalis (Hibn.), encontrando que

un factor de resistencia era MBOA (Beck y Stauffer, 1957;

Loomis et 2l., 1957). Sin embargo, Virtanen y sus colabora
i i 9 3 =
dores observaron que no existia la benzoxazolinona en plan

tas intactas de la misma variedad de maiz usada par Beck e

Pty

™

al. (Virtanen y Wehlroos, 1963; VWahlroos y Virtanen, 1964),
encontrando sélo el DIMBOA-Glc y la aglucona en el tejido
fresco y macerado de esa variedad (W 22).

M&s apoyo para la conexién entrec precursores glucosidi-
cos, benzoxaszinonas y benzoxazolinonas (Fiz. 2A), proviene
del trabajo de Hamilton y col. (1962), quienes aislaron
DIMBOA desde tallos de mafz mediante homogenizacién en eta
nol y extraccidn con €ter etilico y caracterizaron el Hx y
algunos productos de degredacidén térmica (MBOA, £cido fér-

mico y amoniaco). Los detos obtenidos confirman los resul—

tados de Virtanen y sus colaboradores. Posteriormente, Ga—

4y

xhlet, ral

Py

hagen y Mumma (1967) extrajeron, en un sistens
ces de mafz maduro con metanol-cloroformo. Mediante croma-
tograffas en columna y en capa fina lograron aislar un de-
rivado reducido del DIMBOA-Glc, cual es el 2-(2-hidroxi-7-
metoxi-1,4-benzoxazin-3-ona)- B —~D-glucopirandsido (HMBOA-

Glo; Fig. 1)« E1 producto de reduccidn del DIMBOA-Glc teniz

propiedades cromatogréficas, espectrales (UV, IR, NMR yMS)

y puntos de fusién iguales a las del compuesto extraido des
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stentes en extractos de gramineas.

A. Catabolismo de dcidos hidroxdmicos ciclicos
al ocurrir la citdélisis. Los glucdsidos se hidrolizan enzi
mdticamente y las agluconas se descomponen a benzoxazolino
nas de manera espontdnea, con cinétices dependientes del me
dio (pH, temperatura, solventes, otros compuestos, y otras
condiciones). B. Nexos de 4xido-reduccidén entre 1,4-benzo

xazinona~glucésidos. Aparentemente, la oxidacidén ocurre in

9

vivo durante el desarrollo y la reduccidén acontece en algu

m



Figura 2. Continuacidn.

nos estados fisioldgicos alterados de la planta (pdg. 54)
cn tanto que in vitro sélo se ha reportado la reduccidn
(Gahagan y Mumma, 1967; Hofman et al., 1970). C. Anabo
lismo de hidroxamatos c¢fclicos ocurrido durante el desa-
rrollo. E1 DIMBOA-Glc es el mds abundante en trigo y malz,
en tanto que el DIBOA-Glc lo es en centeno. Kl DIMZBOA—
Glc es el menos concentrado en las variedades en que se
encuentra. Bl 4,7-M,BOA-Glc, que no es hidroxamato y prg
bablemente deriva del DIMBOA-Glc, aparece en mayor pro -
porcidén en rafces de mafz, trigo y Coix, con respecto a
los demds glucésidos (Hofman et al., 1970).



de las raices, comprobando asf la identidad del glucdsido
aislado. Dada la similitud entre el HMBOA-~Glc y el DIMBOA-
Glc, los autores sugirieron que: i) la forma lactémica pue
de ser un intermediario en la biosIntesis de la especie hi
droxémica, basados también en la proposicidén de Reimann 3y
Byerrum (1964), cual es que los enlaces C-N se forman an-
tes que ocurra la hidroxilacién del Nj ii) el que exista el
HMBOA-Glc serfa indicio que el glucopiranésido también se
formarfa antes que suceda la hidroxilacién del Nj; iii) el
que disminuya la concentracidén del DIMBOA-Glc a medida que
aumenta la edad del individuo, seflalaria gque un posible ca
tabolito del hidroxamato es el HMBOA-Glc, el cual no sufri
ria posteriores cambios (en la Fig. 2B se muestra esta re—
lacidn redox). Tipton et al. (1967) analizaron plédntulas de
mafz (cv. CI 31 A), encontrando también la lactama HMBOA-
Glc, ocuya hidrélisis enzimdtica produjo glucosa més el de
rivado reducido de la DIMBOA, la 2-hidroxi-7-metoxi-1,4 -
benzoxazin-3—ona (HMBOA, Fig. 1). Con estos resultados, tam
bién sugirieron una relacidén metabblica redox entre los &-
cidos hidroxdmicos y sus lactamas correspondientes, como
fue postulado por Gahagan y Mumma (1967; ver Fig. 2B). Ade
mds, Tipton et al. (1967) corroboraron algunos resultados
de Virtanen y su grupo al aislar tanto DIMBOA-Glc (desde
plantas con sus enzimas inactivadas) como DIMBOA y DIBOA
(desde extractos etéreos de pldntulas molidas); a la vez,

a partir de este dltimo compuesto y mediante su descomposi



cidén térmica en agua, lograron obtener BOA. Con esto rati-
ficaron la relacién entre precursores y productos sustenta
da por Virtanen (Fig. 24). También postularon una relacién
metabdlica entre el DIBOA-Glc y el DIMBOA-Glc (Fig. 2C),
proponiendo la vIa de sintesis DIBOA-Glc —» 7-0H DIBOA-Glc
~>» DIMBOA-Glc, pero no pudieron detectar el compuesto fe-—
nélico intermediario, el cual fue aislado posteriormente
por Hofman et al. (1971).

Hofman y Hofmanovd (1969) congelaron pléntulas de mafz
con nitrégeno liguido y, mediante fraccionamientos por £il
tracidn en geles, determinaron la presencia de glucésidos
de l,4-benzoxazinonas en las plantas intactas; no hallaron
agluconas libres. Thompson et al. (1970) obtuvieron el mis
mo perfil de eluciébén de glucdsidos desde Sephadex G=-10. Hof
man y Hofmanovd (1969) encontraron DIMBOA-Glc, HMBOA-Glc,
DIBOA-Glc y HBOA-Glc, siendo é€sta una nueva forma lactdmi-
ca, el 2—(2—hidroxi—l,4—benzoxazin~3~ona)~8'-D—gluoopirang
sido (Fig. 1). Les parecid que los hidroxamatos con sus lac
tamas correspondientes (DIMBOA-Glc con HMBOA-Glc y DIBOA-
Glc con HBOA-Glc) constituyen pares redox. Esto es apoyado
porque, al analizar pldntulas de maiz, descubrieron que la
suma Hx + lactama permanecia constante, aunque la relacidn
de Hx/lactama variaba en distintas porciones del vegetal ¥y
con las condiciones fisiolébgices del tejido. En todos 1los
casos la proporcidén de Hx fue mayor que la de lactamas. De

acuerdo a las sugerencias de Gahagan y Mumma (1967), se pug
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de suponer que la variabilided de la proporcidn Hx:lectama
podria deberse a las distintas edades de las porciones a—-
nalizadas y a un proceso catabdlico preponderante al agre—
gar el herbicide atrazina. Ademds, Hofman y Hofmanové (1969)
hallaron otros 3 glucdsidos (I-, II- y III-Glc) que no iden
tificaron y que, al parecer, dos de ellos (I- y II-Glc) tam
bién correspondfan a un par redoxe

kse mismo afio, Hofman et al. (1969) publicaron la pre -
sencia en malz del 2-(2,7-dihidroxi-1,4-benzoxazin-3-ona)_
- B =D-glucopiranésido (7-OH HBOA-Glc; Fig. 1), cuyas canti
dades en la planta son aproximadamente la décima parte de
las del DIMBOA-Glc y del HMBOA=-Glc. Este compuesto lacté-
mico es uno de los 3 glucdsidos desconocidos (I-Glc) pre -
viamente aislados (Hofman y Hofmenovd, 1969) y tiene pro -
piedades cromatogrdficas similares al II-Glc, pero el I-Glc
no forma complejos c¢oloreados con FeClB, en tanto que el
II-Glc da un intenso color azul, lo cual sugiere que ambos
son en realidad un par redox natural. E1 I-Glc (7-0H HBOA-
Glc) fue caracterizado por espectrometrfa UV, IR, NMR yMS),
ademés de otros andlisis quimicos.

Klun et al. (1970) publicaron la existencia de otra ben
zoxazolinona en tejidos secos de malz, cual es la 6,7-dime
toxi-2-benzoxazolinona (MZBOA, Fig. 1), cuya estructura la
comprobaron por sintesis. Mediante espectroscopia de mesas
obtuvieron evidencias del precursor hidroxdmico pertinente,

la Z,Q-dihidroxi—7,8—dimetoxi~l,4—benzoxazin~3—0na(@IMZBOA,
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Fig. 1), existente en el homogenizado de plantas frescas;
pero no aislaron el compuesto. Por la similitud estructu -
ral entre estos metabolitos secundarios y sus andlogos pre
viemente descubiertos, Klun et al. (1970) supusieron la mis
ma relacidn entre la MZBOA ¥y sus precursores hidroxdmicos
DIM280A y DIM2BOA~G10, ejemplificada en la Fig. 2A. Del ms
mo modo supusieron una relacién metabblica entre los glucf
sidos hidroxdmicos (Fig. 2C) basados en que las concentra-
ciones de benzoxazolinonas y sus proporciones relativas va
riaban en las pldntulas, dependiendo de la raza y del esta
do de crecimiento.

A mediados del mismo afio, Hofman et al. (1970) reporta-
ron la existencia de otro derivado glucosidico de 1,4-Dben_
zoxazinonas, el 2-(2-hidroxi-4,7-dimetoxi-1,4-benzoxazin -
3—ona)~ B =D-glucopirandsido (4,7 M,BOA-Glc, Fig. 1). Encop
traron que este derivado no hidroxémico es el mayor compo-
nente, del tipo glucdsido de benzoxazinas, en raices de tri

go, malz y Coix, aun cuando no dieron cifras al respecto .

£1 mayor cardcter lipofilico de 1la 4,7—M2BOA ¥ su reaccidn
negativa con FeCl3 podrfa explicar el que esta benzoxazi-
na o su glucésido no se hubiesen aislado antes que lo logra
ra el grupo de Hofman mediante filtracién en geles.

Luego, Hofman y Hofmanovd (1971) reportaron el aislamien
to del DIM,BOA-Gle (Fig. 1), aunque su caracterizacién qui
mica fue publicada 2 ailios més tarde (Hofman y Masojidkovd,

1973). Con esto, corroboraron el hallazgo de Klun et ale

i
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(1970), quienes habian aportado evidencias, por espectrome
tria de masas, de la existencia de la DIM,BOA.

También en 1971, el grupo de Hofman ratificé la existepn
¢cia de un nuevo par redox de l,4~benzoxazinonas (Ej. en la
Fig. ZB), correspondie ntes al I-Glc y al II-Glc (Hofman et
al., 1969), siendo éstos el 7-0H HBOA~Glc (Fig. 1), previa
mente identificado (Hofman et al., 1969) y el 2-(2,4,7-tri
hidroxi-1l,4-benzoxazin-3—~ona)—R—D-glucopiranésidoe (7 — OH
DIBOA-Glc, Fige 1). Ademés, mostraron que sus respectivas
agluconas lactdmica e hidroxdmica (7-0OH HBOA y 7-0H DIBOA,
Fige 1) constituyen también parejas redox (£j. en Fig. 2B).

Posteriormente, Hofman y Masojidkovéd (1973), junto con

la caracterizacién del DIM,BOA-Glec (Fig. 1), publicaron el

2
aislamiento, por filtracidnm en geles, del 2-(2-hidroxi-7,8-
«diretoxi~1,4—b@nzoxazin—3~ona)~8—D—glucopiranésidoQH%ZBOAw
Glc, Fig. 1), siendo as{ nuevamente encontrzdo el par de de
rivados hidroxdmico y lectédmico de le misma 1l,4-benzoxazi-—
nona (Ej. en la Fig. 25), estando siempre la formea oxidada
en mayor concentracidén en la plante.

Ulteriormente, Woodward et al. (1979b) encontraron que

generalmente existe una proporcionalidad directa de las con

jS

centraciones de HBOA, DIBOA y IMBOA con las de DINBOA pare

15 vaeriedades de mafz analizadas, aunque no observaron tal

correlacién con DIM,BOA. Eso apoya los probables nexos me—
=

tabbélicos de pares redox y de metoxilacidn.
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En resumen, es posible suponer que: i) S6lo se encuen -
tran in vivo las 1l,4-benzoxazinas glucosiladas, siendo es
to avalado por los resultados experimentales de Hofman y
Hofmanovd (1971), quienes reportaron la ausencia de 1,4 -
benzoxazinas libres en plantas no dafiadas , incluso de la
variedad W 22 (Virtanen y VWahlroos, 1963; Wahlroos y Vir—
tanen, 1964). ii) BExistirfan nexos metabdlicos entre los
glucésidos con respecto al estado de oxidacidn del N (Ej.
en la Fig. 2B). iii) Habrfa conexiones metabdlicas entre
las diferentes benzoxazinonas en relacién con la presen —

cia de metoxilos en el anillo bencénico (Ej. en la Fige. 20.

3

2. Métodos para cuantificer DIMBOA y compuestos relaciona-—

dos en extractos vegetales

Como ya se menciond, se ha reportado como cuantitativa
la produccidén de benzoxazolinonas desde los 4cidos hidro-
x$micos correspondientes. Virtanen y sus asociados asi lo
supusieron, llegando incluso a calcular el peso molecular
de la DIMBOA basados en los espectros del Hx descompuesto
y de la MBOA, asi como en el €,,, de la MBOA, obteniendo
una masa molecular de 214 daltons para el hidroxamato (Wehl
roos y Virtanen, 1959), pero no consideraron que los dc —
nds productos de la degradacidén de la DIMBOA también absor
ben a 286 nm, dando una absorbancia total mayor que la de
MBOA y similar a la equivalente molar con DIMBOA (Woodward

et al., 1978a). Posteriormente, Klun et al. (1969; 1970a)
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confieble, por cuanto incluye etapas con pérdidas no medi
das (diversas extracciones y lavados, paso por carbdn des
activado) y el residuo final usado (fraccidén glucosidica)
contiene aun impurezas, las que pueden varier con la edad
y tipo de tejido de las plantas. Brandes y Heitefuss (1971),
por su lado, cuantificaron DINBOA-Glc y DIMBOA por fotome
tria UV (266 y 263 nm, respectivamente), pero tales proce
dimientos contemplaban diversas etapas, tales como molien
da de tejidos, extraccidén con solventes y cromatografias,
de las cuales no exhiben datos de reproducibilidad; tampo
co dicen el grado de pureza de los compuestos obtenidos,
lo cual es importante saber por las posibles interferen -
cias en las lecturas de absorbancia en el UV. En plantas
tratades con luz (6 y 16 h de fotoperiodo) ellos miden la
concentracidén del DIMBOA-Glc y de la aglucone independien
temente, inactivando las enzimas de las pldntulas por ca-
lor en el primer oéso, y permitiendo la hidrdélisis total
en el segundo, de modo que deberfen obtener cantidades e-
quimoleres de ambos compuestos. 5in embargo, llegan a te-
ner diferencias de alrededor de 20 % de un hidroxamato so
bre el otro, y a la inversa.

Para los propdésitos de este tesis, vale la pena escri-—
bir acerca de los métodos fotométricos de Hofman y Hofma-
novd (1969) y de Hamilton (1964a).

Hofman y Hofmanovd (1969) reportaron un método espectro

fotométrico para la determinacidén de los glucdésidos de ben
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%

zoxazinas. Su procedimiento involucraba: congelamiento de
las muestras en nitrégeno liquido, pulverizacién enun mor
tero enfriado, extraccidn con acetona a -40°, evapora-—
¢idén de la acetona bajo vaclo, filtracidén por Sephadex
G=10 y cuantificacidn de los glucésidos por absorcidén en
el UV. Estos investigadores no mencionaron limites de de-
teccidn, reproducibilided del método ni dinformaron de la
homogeneidad de los picos eluildos desde la columna.
Hamilton (1964a) determind glucdsidos y agluconas enex
tractos de mafz por la formacidén de comple jos azules entre

los Hx y el FeClB. Esta combinacién quimice le resulté al

9]

tos de maiz (elui

Q

adicionar 0,1 ml de FeCl3 0,1 M a extra
dos desde oromatogramas en papel) en 1,9 ml de etanol 95 %:
HC1 0,1 N =1 :1 v/v. Los compuestos mds reactivos fueron
le DIMBOA y su glucésido, con los cuzles hizo curvas es—
tdndares (resultaron similares) que siguieron 1la ley de
Lambert-Beer entre 100 y 1000 nmoles /ml. Hamilton supu-
so que las benzoxazinas andlogas del centeno (DIBOA ¥y
DIBOA-Glc) daban un color equivalente sobre una base mo -
lar. Observé interferencias por una sustancia presente en
hojas mds viejas, probablemente por algin Hx desconocido
en ese momento (como el derivado 7,8-dimetoxilado).

Long et al. (1974), usando la técnica de Hamilton, re-
portaron un coeficiente de extincién molar (5570) de 800
A/cm. Notaron que el complejo era inestable. Obtuvieron un

r = 0,82 entre su procedimiento y el de Hamilton. Sugirig
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ron €l uso de su método en fitome joramientos, ya que es
més rdpido y requiere sélo 0,2 a 0,5 g TF/ andlisis, aun—
que la forma en que ellos obtienen las muestras (los tro-
citos de tejido removidos desde las plantas son puestos en
tubos de vidrio y luego congelados durante la noche) per—
mitirfia alco de hidrdélisis de glucdsido y la subsecuente
descomposicidn de la aglucona.

Sullivan et 2l. (1974) modificaron el procedimiento de
Hamilton: las muestras de malz se congelaron, molieron y

v el material extrai-

o/

refrigeraron en €ter toda le noche,
ble en le fase orgénica se cromatografié en placas de ca-
pa fina, se eluydé la banda correspondiente a la DIMBOA, se
adiciond un reactivo colorimétrico (con el doble del Fe013
usado por Hamilton) y se estimé la cantidad de DIMBOA allf
presente por la A 2 590 nm. Pero Sullivan y sus colabora-
dores no determinaron las cantidades de DIMBOA o de su glu
cbésido remanentes en el tejido ni las de la MBOA presentes
en el extracto.

Corcuera (1974) modificé el reactivo de FeCl3 de Hamil
ton. Usé 5 ml de HCl~12 M, 50 g de FeCl3 ° 6 HZO v 500 ml

de etanol 95 % v/v. Al agregar este reactivo a tubos con

DIMBOA, obtuvo complejos de color azul intenso con A , =

max

4

590 nm y un €4y = 1.280 A/cm, coeficiente que es un 52 %

t al. (1974). Tales diferencias

Pt

nés alto que el de Long
en las absortividades podrlan explicarse, en parte, por
las diferentes proporciones de los componentes de los reac

tivos, especialmente del FeClB.
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AsI, se ve que el método de Hamilton, adecuadamente mo
dificado y usando el reactivo de Corcuera, permitirfa cuan
tificaciones rédpidas de Hx presentes en plantas y con 1i-
mites de deteccidn aceptables: 10 nmoles/ml; por GIC es
2,5 nmoles/ml de acuerdo a Corcuera (1974) y a Woodward
(1975) . Corcuera encontrdé que con FeCly la ley de Lambert
Beer se mantiene al menos hasta 2 unidades de A, a la vez
que las cantidades determinadas por este procedimiento co
lorimétrico corresponden bastante especificamente a dci-
dos hidroxdmicos, dado que por GIC se determinan simila -
res cantidades de €stos, correspondiendo, por eje, €n un
80 % a la DINBOA presente en extractos de mafz hechos con

l., 1978). Al analizar 15

acetato de etilo (Corcuera et
veriedades de mafz tanto por GIC como por el método del
FeCl3 de Corcuera, se obtuvo una expresidén emplirica que
relaciona los nanomoles de hidroxamatos totales por el mé
todo del FeCl, (¥) y los nanomoles de DIMBOA obtenidos por
GIC (X), cual es: ¥ = 0,982 «X + 0,265 (Woodward, 1975;
Woodward et al., 1979b). La pendiente de esa recta (0,982
£ 0,021) indica una correspondencia uno a uno entre la
DIMBOA determinada por GLC y los hidroxamatos totales cuan
tificados por el método del cloruro férrico (para plédntu—
las de 12 dias de edad). Tres variedades que estuvieron sg
bre o bajo la lina de regresidn en forma notoria presenta
ron casi nada de DIBOA o DIM,BOA (vajo) o una cantidad ex

cepcionalmente alta de DIM,BOA relativa a la de DINMBOA (so
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(Dabed et al., 1983); con lg tiene una constante de esta-
bilidad no detectable por titulacidén potenciométrica (Da-
bed et al., 1983).
3.1.2. Descomposicién en soluciones

Desde las primeres publicaciones se ha reportado la
descomposicidén espontdnea de las l,4—benzoxazinonas a las
2-benzoxazclinonas correspondientes (Fig. 2A, pdg. 6).Vi£
tanen y sus asociados mostraron que la BOA y la MBOA son
productos de degradacidén de la DIBOA y la DIMBOA, iespeg
tivemente (Wahlroos y Virtanen, 1959; Virtanen y Hietala,
1959; 1960; Hietala y Virtanen, 1960; Honkanen y Virtanen,
1960a; 1960b; 1961; Virtanen, 1961; Bredenberg et al., 1962;
Virtanen y Vahlroos, 1963). También Honkanen y Virtznen
(1961), mediante un método radiogquimico, mostraron que la
DIBOA se descompone a BOA y dcido férmico y que este dci-
do proviene del C ndmero 2 de la DIBOA. Luego, Bredenberg
et al. (1962) investigaron la descomposicidn de la DIBOA
en tampones acuosos, encontrando que estas reacciones si-
guen cinéticas de primer orden y son dependientes de la
concentracidén del anidén del compuesto; postularon un meca
nismo que incluye una desprotonacidén del OH hidroxdmico y
apertura del heterociclo, un ataque nucleofflico del O hi
droxdmico al carbonilo aldehidico, con liberacidn del for
miato y formacidén de un isocianato, que se ciclaria pera
dar BOA. Este mecanismo no requiere la participacidén de o

tros compuestos. Después, Virtanen y VWahlroos (1963) mos—



21

traron cinéticas de descomposicidén de la DIMBOA a MBOA,
tanto en etanol 95 % v/v a 40°, como en etanol al 20% en
éter y 6xido de aluminio 4cido de Woelm a 20°; en ambos

casos perseguian tan sélo demostrar gue la MBOA encontra-
da por el grupo de Beck en sus extractos era un artefacto
de manipulacibn.

En muchos trabajos se ha supuesto que los Hx se dg
gradan cuentitativamente a las benzoxazolinonas pertinen—
tes (pdg. 13). Sin embargo, ya en 1959, Wahlroos y Virta-
nen habian encontredo que la aglucona, disuelta en amonia
co al 25 % en agua, se transformaba sbélo parcialmente =&
MBOA. Ademés, Hietala y Virtanen (1960) observaron cuali-
tativamente que la produccidén relative de BOA disminufa el
aumentar le concentracidén de DIBOA. Luego, en 1962, Hamil
ton et al. encontraron que, mediante la descomposicidn tér
mica de la DIMBOA en solucidn acuosa, no lograban obtener
la cantidad de productos esperados.

Tipton et al. (1971), estudiando la catdlisis por
DIMBOA de la hidrdlisis de simazina, encontraron que el Hx
précticamente no se descomponia en soluciones acuosas (s;
mazina 1 mM y DIMBOA 2 mM) durante 15 dfas a 37 °. Sin em—
bargo, tales aseveraciones fueron basadas en que €llos no
vieron productos de descomposicidén de la aglucona en pla-
cas finas de silice gel y, a juzgar por la apariencia de
estas placas, la cantidad de DIMBOA no disminuie con el

transcurso de la reaccidn.
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Queriendo determinar concentraciones de DIMBOA ba-
sados en la produccidén de MBOA por GLC, Tang et al. (1975
intentaron corregir sus resultados no sélo por las pérdi-
das de MBOA ocurridas en su procedimiento, sinotambién por

su probable produccidén no estequiomé€trica. FPara esto, des

{n

componian DIMBOA y la MBOA obtenida la usaban como estédn-—
dar en sus andlisis para la aglucona, pero e€llos no degra
daron DIMBOA para estdndares en la presencia de los mis -
mos solutos y en el mismo pH y temperatura en que se des—
componian las muestras incégnitas. Variaciones de estas
condiciones también son fuentes de error, pues se compro—
b6 que la velocidad de tal reaccidn degradativa depende,
Niemeyer et al., 1982) y de la composicién del medio en
que se encuentre la DIMBOA (Woodward et al., 1978a).

La veloocidad de desaparicidn del hidroxemato es al
ta en relacidn oon el tiempo requerido en algunos procedl
mientos usados para demostrar la actividad biolégioca de 1a
DIMBOA (Corcuera et al., 1978; Couture et 21., 1971; Dawe,

19735 Klun et al., 1967; Long et al., 1977; Woodward et al.,

1978a). £1 periodc de semidescomposicidén de la DIMBOA cam
bia a medida que se altera el pH (Woodward et al., 1978a).
La DIMBOA se descompone por la accidén de la luz, especcial
mente la ultravioleta (X = 230- 315 nm; Arcaya et al .,

1978). Debido a lo anterior, los resultados de experimen—

tos de inhibicidén del crecimiento poblacional de diversos
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organismos deben ser corregidos (Woodward et ale, l978b},

-

tanto aquéllos de duracidén similer o mayor que la vida mg

dia de descomposicidn como aquéllos en que se cuantificéen
los productos y se correlacionan cuantitativamente con los
precursores. Mds audn, resultados de Bravo, H. R. (comuni-—
cacién personal) indican que la MBOA también es inestable

en soluciones acuosas, aungue su vida media de descomposi

MR

cién es mds de 7 veces superior a la de la DIMBOA (deter-

minada a pH 3 y 53 °), y que se obtienen diferentes rendi

e

mientos de MBOA en distintos solventes. Ademds, la MBOA

ct
v
=
o'
}..J
Oy
]
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ta degradacién fotoquimica (Arcaya et al.,
Por otro lado, Smissman et al. (1972) sintetizaron
varios andlogos de la DIBOA y estudiaron la cinética y los
productos de su degradecidén; con base en sus resultados,
ellos propusieron un mecanismo para la reaccidn de descon
posicidn sustancialmente diferente del propuesto por Bre-
denberg et al. (1962). BE1 grupo de Smissman sostiene que
el agua participaria en la reaccidn degradativa en la eta
pa determinante, seguin la siguiente secuencia de reaccio-
nes parciales: i) apertura del hemiacetal; ii) formacién
de un hemicetal por ataque nucleofilico del O
carbonilo cetdénico (con formacidn de un anillo de 5 miem-—
bros); iii) ataque del agua al aldehido en posicidn 23 iv)
salida de un H' desde un OH del C ndmero 2 saliente; v)

salida de dcido férmico desde la posicidn 2 y del OH en
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en posicidn 4, con formacién del tautdmero de MBOA; y vi)
tautomerizacidn para former MBOA. De este modo, €l agua

serfa esencial en la descomposicidén de la DIMBOA

Posteriormente, Niemeyer et al. (1982) y Bravo et

al. (1383) aportaron datos que sugleren que el mecanismo

6]

: i) obtienen MBOA

ot

de Bredenberg es correcto, puesto qu
partir del Hx en solventes no acuosos; ii) los valores de
las constantes cinéticas observadas en agua a diversos pH
son consistentes con ese modo de degradacidn; iii) la cons
tante observada en agua a pH 3 cae en la recta - Log K»
Vs. donicidad, obtenida con diversos solventes no acuosos:

£ -

iv) la velocidad de descomposicidn en solventes no acuosos

-

no varfa al agregar agua al solvente. Estos resultados a-

valan la hipdtesis que el aguz sblo actda como solvente

tr

en la degradacidén de la DIMBOA, y no como catalizador o
reacclonante, seguin lo propuesto por Smissman et al. (1962).
En resumen, es generalmente aceptado que: i) en les

plantas intactas se encuentran los glucésidos de los doi-

ytamas; ii) al rom -

et
w
{‘\

dos hidroxdmicos c¢fclicos y de las
perse los tejidos, los glucdsidos quedan en contzcto con
alguna B-glucosidasa que cataliza sus hidrdélisis, libe -
réndose glucosa y las agluconas respectives; iii) las a -
gluconas hidroxdmicas se descomponen a las benzoxazolino—

nas correspondientes.
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3e2e Propiedades biolégicas

Los £cidos hidroxdmicos de gramineas y sus compues -
tos relacionados fueron tempranamente estudiados como fag
tores de resistencia a enfermedades de plantas, y se ha
propuesto que participan en otras funciones de la planta,
como por ejemplo: nutricidén mineral (especialmente del.ﬂ@,
desintoxicacidén por herbicidas, mutagenicidad, estimula -
cidn de la reproduccién en roedores, y otras. Un resumen
de estas propiedades se muestra en las Tablas I y II (pég.
47) y a continuacidén se proporcionan algunos detalles al

respecto.

n

3e2.1. Resistencia contra enfermedades

Al medier la década de 1950, se descubrieron algu-—
nas 2-benzoxazolinonas (BOA y MBOA), las que se considera
ron como factores de resistencia contra enfermedades de
plantas, por cuanto inhibian el crecimiento de hongos o
insectos (Virtanen y Hietala, 1955; Virtanen et al., 1956a;
1956b; 1957; Beck y Stauffer, 1957; Loomis et al., 1957).
Pero luego, Virtanen y su grupo observaron que otros ex —
tractos de gramineas producian tal efecto aun cuando en e
1los casi no habifa 2-benzoxazolinonas (Virtanen y Wahlroos,
1958), mostrando posteriormente que los £cidos hidroxdmi-
cos cfclicos eran los factores inhibitorios primarios Wahl
roos y Virtenen, 195%a; 1959b; 1964; Virtanen y Hietala ,
19595 Honkanen y Virtanen, 1960c¢c; Virtanen, 1961; Virtanen

v VWehlroos, 1963).
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Es asf que el grupo de Virtanen examiné la existen
cia de posibles sustancias antifungicas en plantas de 1la
familia Gramineae, encontrando que al menos en una etapa
temprana del desarrollo, hay concentraciones suficientes
como para inhibir el crecimiento de ciertos organismos en
el vegetal. Asi, Virtanen y Hietala (1955) y Virtanen et
al. (1956a; 1956b; 1957) estudiaron inicialmente el efecto

de la BOA y la MBOA sobre algunos hongos (Fusarium nivale,

Sclerotinia trifoliorum, Aspergillus niger, Penicillium

roquefortii, Mucor sp. y Torulopsis utilis) ¥y Tbacterias

(Stavhylococcus aureus, Pseudomonas fluorescens y Escheri-

chia co0ll) y hallaron que todos estos microbios eran inhi
bidos en un rango de 0,3 a 1 mg/ml de sustrato. Luego,
Honkanen y Virtanen (1960c) estudiaron el efecto antimi -
crobiano de diversos derivados artificiales de l,4—benzo_
xazinas, incluida la DIBOA, encontrando que €&sta inhibia

el crecimiento de F. nivale, S. aureus, P. fluorescens y

E. coli (1,7 mg/ml de sustrato ejercia un efecto total).

Ademds, la DIBOA tenfa una actividad intermedia entre los
derivados con los C numeros 2 y 3 oxidados (los menos in-
hibitorios) y los compuestos con esos dtomos reducidos (los
méds activos). Virtanen y sus asociados también encontraron
que: i) el OH hidroxdmico es importante en la actividad an
timicrobiana (Honkanen y Virtanen, 1960c); ii) el metoxi-—

lo en el anillo bencénico no influye significativamente en

el efecto inhibitorio de la benzoxazolinona sobre el cre-—
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cimiento microbiano (Wahlroos y Virtanen, 1959b). Como co
rroboracidén de esto dltimo, también hallaron que le DIMBOA
se comportaba de modo similar al de la DIBOA, actuando an
bas principelmente como fungistdticos sobre F. nivale a con
centraciones cercanas a 0,1 mg/ml de sustrato, en que el
efecto es casi total (Wahlroos y Virtanen, 1959b; Honka -
nen y Virtanen, 1960c). E1 hecho que se determinara que &
se moho fuera inhibido por las agluconas én el mismo ren-
go de concentraciones que las benzoxazolinonas (Wahlroos
y Virtanen, 1959b), puede deberse al largo tiempo usado pa
re los ensayos (varios dias), por lo cual en realidad es-—
tarfa viéndose, en gran medida, el efecto de los produc —
tos de degradacién (BOA o MBOA). Por otra parte, en el la
boratorio de Virtanen, se encontrd que el hongo F. nivale
era poco afectado por los glucésidos de DIBOA (Virtanen y
Hietala, 1959b) y de DIMBOA (6 mg/ml de sustrato causabe
50 % de inhibicidén; Wahlroos y Virtanen, 1959Db).

En esos mismos afios, otros grupos mostraron gue las
benzoxazolinonas inhiben diversos organismos, incluyendo
hongos, bacterias e insectos. Beck y Smissman (1961) estu
diaron las propiedades inhibitorias del crecimiento de mds
de 50 andlogos quimicos de la BOA, usando larvas del in —

secto perforador del mafz Ostripia nubilalis y cultivos de

Penicillium chrysogenum como orgenismos de prueba; mostra

ron que la concentracidén que inhibfa en un 50 % el creci

miento (I,,) era aproximadamente 2 mii para BOA y MBOA, tap
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to de las larvas como de las colonias fingicase. Aungue tal
inhibicién fue relativamente baje respecto de los demés
compuestos ensayados, la 150 de la MBOA (pero no la de la
BOA) esté dentro del rango de concentraciones existentes
en extractos de algunas variedades de gramineas resisten-
tes (Klun y Robinson, 1969).

Elnaghy y Linko (1962) cuantificaron el DIMBOA-Glc
por espectrometrfa ultraviolete (aunque no dan los valores
de concentracidn) ¥ encontraron una correlacidn entre la
concentracidén del glucésido en diversas variedades de tri
g0 y la resistencia de estas plantas contra el hongo cau—

sante de la roya en el tallo, Puccinia graminis. Hallaron

que el DIMBOA-Glc no inhibie el desarrollo del pardsito en
hojes cortadas y cultivadas en medio acuoso, pero no 1o

probaron directamente sobre el hongo cultivado. Inversa -
mente, inoculaciones de uredosporas en cafas de maiz no al
teraban significativamente las concentraciones de la frac
cién de DIMBOA-Glc. La DIMBOA (4 mM) prevenfe casi comple
tamente el crecimiento del patégeno en hojas cultivadas ,
causando simultdneamente una fitotoxicidad considerable.
Con BOA y MBOA obtuvieron resultados similares, tanto en
cultivos de hojas escindidas como en plantas enteras. En
ensayos de germinacidn de las uredosporas fungicas encon—
traron que éstas eran también inhibidas por DIMBOA y MBOA,
aunque no dicen las concentraciones usadas. También halla

ron que el contenido de glucdsido disminufa marcadamente
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en las dreas necréticas amarillas de trigo resistente in-
fectado por el hongo, lo cual los llevé a sugerir un rom—
pimiento enzimdtico del DIMBOA-Glc a la aglucona ante el
dafio de la c¢élula hospedera. Consecuentemente, ellos pos-
tularon que la resistencia del trigo a la roya del tallo
depende, al menos parcialmente: i) de la liberacidn enzi-
mética de DIMBOA ante la infeccidn incipiente del hongo;
ii) de la muerte de las células hospedantes debido a la fi
totoxicidad de esta aglucona; y iii) subsecuentemente, del
retardo en la germinacldn de las uredosporas y en el cre-—
cimiento micelare. Cabria agregar que los efectos ii) y iii)
son debidos no s6lo a los hidroxamatos libres, sino tam —
bié€n a las benzoxazolinonas formadas ulteriormente.
Posteriormente, BeMiller y Pappelis (1965a) cuanti
ficaron indirectamente y de modo no muy confiable (ver pdg.
14) el contenido de DIMBOA-Glc en el tejido medular in -
ternodal de las caflas de mafz (4 veriedades) y lo relacio
naron con la resistencia a la putrefaccidn del tello cau—

sada por el hongo Diplodia zeae. Postularon una resisten—

cila a la penetracidén del hongo en la cafia con base en el
contenido de DIMBOA~Glc en la médula, a pesar que ellos
mismo hablan encontrado previamente una concentracidn de
la fraccidén de MBOA 50 % mayor en la corteza que en la mé
dula y hebian relacionado cuantitativamente las fraccio -
nes de MBOA con el contenido de DIMBOA-Glc (Belliller ¥
Pappelis, 1965b).



34

Por otro lado, Klun y Robinson (1969), mediante di
lucidn isotépica, determinaron las concentraciones de BOA
y de MBOA en tejidos secos de 5 variedades de mafz, en di
versos estados del desarrollo, y las relacionaron estequio
métricamente 1 : 1 con el contenido de DIBOA y DIMBOA en
los tejidos (ver pdg. 13). Por inspeccidn visual determi-
naron los grados de resistencia de las plantas contra lar

vas del insecto perforador del mafz, Ostripia pubilalis,

observando que aquellas variedades gue mantenlan altas con
centraciones en sus diferentes estados del desarrolioeman
resistentes al insecto. También encontraron una resisten-
cia intermedia en la variedad B 49 (cuyos extractos presen
tan altos niveles de MBOA durante el estado de la polini-
zacién), atribuyendo tal efecto a la DIMBOA que se libera
ria enzimfticamente (ante el atague de las larvas al comer
los tejidos). Otras 2 variedades contenian bajas concen -
traciones de DIMBOA y fueron susceptibles al insecto. Sin

embargo, 1los bajos niveles de DIMBOA presentes en las va-—

D

riedades resistentes B 52 y CI 31 A durante la poliniza -

{1

¢idén indicen que este compuesto no es un factor en la de—
fensa expresada por estas razas en tal estado del desarrg
1loy indicando que habria otros agentes que provocarian
tal resistencia (Klun y Robinson, 1969), aun cuando ésta
es cualitativamente inferior a la ocasionada por DIMBOA.
Posteriormente, Klun et al. (1970) usaron un grupo

ialelo de 11 razas de maiz para estudiar la concentracidn
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de DIMBOA (midiendo MBOA por dilucién isotépica) en las ho
jas Jjévenes y la resistencia contra la primera infestacién
por O. nubilalis; encontraron coeficientes de correlacidn
estedisticamente significativos, tanto para el caso de las
variedades puras (r = - 0,89) como para los cruzamientos
simples (z = - 0,74). Estos resultados y otros obtenidos
en el mismo estudio les proveyeron mayores evidencias pa-—
ra decir que la DIMBOA es un factor quimico en la resis =
tencia del maiz contra las larvas perforadoras.

Luego, Brandes y Heitefuss (1970) observaron que en
plantas de trigo tratadas con los herbicidas simazina omg
nolinurona se reducia la incidencia de la enfermedad cau-

sada por los hongos Erysiphe graminis y Cercosporella her-

potrichoides, mostrando, entre otros motivos, que después

de la aplicacién de cualquiera de ambos herbicides, lacon
centracidn del DIMBOA-Glc aumentaba en 1/3, en tanto que
la de DINMBOA se incrementaba alrededor de la mitad; pero
sus procedimientos para cuantificar permiten poca preci -
sién (ver pdg. 15 . Ademds, vieron que la MBOA y la DIMB®

actuaron como fungistdticos sobre Phoma herbarum (siendo

la benzoxazolinona la mds activa), en tanto que el DIMBOA-
Glc no ejerce efeoto alguno.

Por otra parte, Hofman y Hofmanovd (1971) coloce -
ron pldntulas de maiz de 3 cm de largo en discos de vidrio
con papel filtro sumergido en 5 mm de une solucidn al 0,1

% de unz mezcla de agluconas, las que fueron previamente
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disueltas en etanol (dicen unas pocas gotas) y diluidas
con agua. Después de 24 h, el crecimiento de las pldntu -
las se detuvo completamente y en 5 dfas ellas murieron.
No hicieron controles con etanol solo diluido en agua y
tampoco vrobaron los glucdsidos. Ademds, hojas de cebada

(Hordeum distichum; no posee hidroxamatos cfclicos natu -

ralmente) colocadas en soluciones de DIMBOA incorporaron
esta aglucona, la cual habria causado clorosis en esos 6xr
ganos (Argandofia, V. H., come. pers.). Todas estas manifes
taciones de fitotoxicidad se apreciaron con concentracio-
nes de Hx libres (o benzoxazolinonas) inferiores a las fac
tibles de encontrar en extractos de gramineas. Ademés, Vir
tanen et al. (1957) encontraron que la BOA previene la ger
minacidén de caridpsides de avena en una concentracidn de
alrededor de 0,5-1 mg/fruto, aunque esta concentracidn es
alte en comparacidén a las posibles de encontrar en plan -
tas, que no excederian de 0,035 mg BOA/fruto o de 0,18 mg
MBOA/fruto. Estos resultados aportan también evidencias a
cerca de: i) la no existencia de benzoxazinas libres ni de
benzoxazolinonas en las plantas vivas (Hofman y Hofmanovéd,
1971), excepto en las zonas dafiadas del vegetal (Elnagzhy
y Linko, 1962); ii) que parte de la resistencia de grami-
neas contra microorganismos infectantes se deberle al ais
lamiento de €stos en zonas necrdéticas de la planta y pos—
terior inhibicidn del desarrollo microbiano por deficien-—

cias nutricionales (Elnaghy y Linko, 1962).
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Considerando que la DINBOA no sufre una descomposi
cidn con una esteaquiometria definide en soluciones acuosas
(Woodward et al., 1978a), se mostré que es la DINMBOA elma
yor componente activo enaquellos extractos de maiz que son
inhibitorios contra especies del género Erwinia causantes
de la pudricién blanda en el mafz (Corcuera et al., 1978)
Ademds, en cultivos bacterianos: i) al determinar la acti
vidad antimicrobiana con DIMBOA degradada (por 1, 2, 3 o
10 vidas medias) adicionada al médic, se detectd relativa
mente poca inhibicién (Woodward et al., 1978a); ii) la MBOA
no retardd la fase de latencia (aun cuando disminuyd la ve
locidad del crecimiento exponencial bacteriano, actuando
en concentraciones 5 veces mfs alta cue en el caso del Hw;
iii) no se vieron efectos sinérgicos entre MBOA y DINMBOA.
Por ello, es factible descartar la posible inhibicién ;
los productos de degradacién de la aglucona, en que la
IBOA es el mayoritario (Woodward et al., 1978b).

La actividad inhibitoria de la DIMBOA sobre Lrwinia

carotovora (no patdégena al mafz) y E. chrysanthemi (paté-—

rena) es afectada por diversos factores (Woodward et al.,
1978b), tales como: i) la poblacidn inicial de células: a
mayor inéculo, menor efecto provocado por la aglucona; ii)
la temperatura: los autores, para predecir la inhibicidn

del Hx sobre esos microbios, presentaron una férmule ted-
rica en que se consideraron parimetros de le inestebili -

dad quimica de la aglucona y de la concentracidn umbral de
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ésta que permite el crecimiento bacteriano; sin embargo,
tal modelo no resultd suficiente para dar cuenta de los

datos observados (Corcuera et al., 197835 Woodward et al.,
1978b); iii) el pH del medio: estos Wltimos investigado—

res vieron que, al realizar ensayos a pH 5,5, la E. caro-

pH 6,75, supuestamente de-

o

tovora fue méds inhibida que

bido a la mayor estabilidad de la aglucona al pH inferior.

Sin embargo, la B. chrysanthemi fue sustancialmente me -
nos inhibida al pH mds bajo, cuya razdn seria relevante
& la patogenicidad de esta especie, ya que ¢l pH del ju-—

go de plantas de mafz molidas es cercano a 5,5. Woodward

et al. (1978b) dicen no poder explicar la intrigante pro
piedad de la DIMBOA de ser capaz de inhibir lulas bac~—

terianas después de desaparecer del medio. Concluyen gue
€s posible que exista algun producto de descomposicidn

inhibitorio aque no pudieron detectar. No estudiaron el
efecto de la temperatura sobre el umbral de inhibicién .
Tampoco analizaron la incorporacidén a las células, tanto

del Hx como de la MBOA.

Lacy et ale (1979) estudiaron 68 cepas de Erwinia.

oSSt

Midieron lz susceptibilidad hacia la DIMBOA por difusidn
en agars; incluyeron 34 razas de E. ghrysanthemi aisladas

desde mafz (EC,), 25 de E. chrysanthemi aisladas desde o

tros hospederos (ECy) y 9 de E. carotovora (EC). De las

variedades de EC,, el 80 % fueron relativamente resistepn

tes contra le DIMBOA, en tanto que el 96 % de las ECy ¥y



el 89 % de las EC resultaron relativamente susceptibles.

Basados en esto, adujeron que la relacidén entre el hospe-
dero originel y la resistencia contrae la DIMBOA puede re-
fle jar una respuesta del patdgeno hacia el hdbitat dentro
de una planta de maiz; y como el 80 % de las cepas de EC,
fueron resistentes al Hx, dedujeron que este compuesto es,
probablemente, un agente que ejerce una presidn selectiva
sobre las razas patdégenas al maiz, pero a algin nivel dis
tinto del de la resistencia primaria del hospedero. Esto
dltimo lo avalan notando que, en plantas de mefz (relacio
nadas genéticamente) inoculadas con cepas de EC, resistepn
tes y susceptibles a DIMBOA, en general no hubo diferen =
cias significativas en cuanto a % de plantaes infectadas ,

proporcidén de plantas resistentes y dosis efectiva media.
Més aun, al menos 7 razas de EC, susceptibles hacia la a-

glucona fueron moderadamente patdy

Lo

enas en plantas de maiz
e A .

con DINMBOA (variedad W 117 °). También habria apoyo par -

cial por el descubrimiento de Klun y Robinson (1969), en

que dos variedades de mafz con bajos niveles de DINMBOA fue

ron resistentes al ataque del insecto Ostrinia nubilalis.

Sin embargo, las copclusiones de Lecy et al. (1979)
no son muy seguras por cuanto e€n sus ensayos no considera
ron: 1) pérdidas de la actividad inhibitoria de la agl
na (Corcuera et al., 1978; Woodward et al., 1978b); ii)
el probable efecto negativo de algunos productos de degra

dacidén del Hx (como MBOA) sobre algunes variedades de BEr-
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winia, que podrfan resultar tan inhibidas por la aglucona
como por la benzoxazolinona (Wahlroos y Virtanen, 1959b;
flnaghy y Linko, 1962); iii) la incorporacién del Hx a las
células bacterianas; iv) la concentracidén de la DINMBOA en
los tejidos inoculados; v) el efecto del pH sobre las 68
razas analizadas. A peser de lo anterior, €l probable rol
de los Hx como agentes selectivos es avalado en parte por
Corcuera et al. (1982; ver pdg. 42).

Ulteriormente, se ha estudiado el rol que Jjuegan
los 4cidos hidroxdmicos en la resistencia de algunos cerea
les contra 4fidos. Realizando ensayos con hembras dpteras,
se ha propuesto que:

a) Los Zcidos hidroxdmicos existentes en la planta

actdian como factores protectores contra Metopolophium dir—

hodum (Argendofia et al., 1980). Como apoyo de esta sugeren
cia, estos autores mostraron que: i) la tasa diaria del
crecimiento poblacionzl del insecto se hace menor en gra-—
mineas con concentraciones de Hx cada vez mds altas (&aeg
tudiaron 4 especies); ii) la concentracidn de Hx en gra -
mineas se correlaciona con la resistencie al 4fido, tanto
para los dcidos encontrados naturalmente (r = - 0,96) co-
mo para el caso de la incorporacidn de DIMBOA en hojas es
cindidas de cebada (r = = 0,94); iii) la DIMBOA en concen
traciones similares a las existentes en plantas resisten-
tes, resulta deletérea para ninfas alimentadas con dietas

artificiales., También estos autores observaron que la MBOA
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causa una mortalidad baja sobre pulgonas juveniles alimen
tadas artificialmente durante 24 h (150 > 25 mM), efecto
que es menos de un 7 % del ocasionado por la DIMBOA (150
= 2,5 mM) con lo cual muestran que es insignificante Ila
contribucién de este producto de descomposicidén a los re=
sultados obtenidos en los bioensayos con DIMBOA.

Por otra parte, los autores encontraron que la
tasa del crecimiento poblacional aparece méds afectada por
la DIMBOA incorporada en hojas cortadas de cebada que por
la concentracién de dcidos hidroxdmicos en las plantas in
tactas, siendo el efecto 8,5 veces mayor en el primer ca
sSoe. A este respecto no dan explicaciones y, aunque no 1o
sefialan, posiblemente se debe a que midieron sélo los Hx
que quedaban en los noméfilos 21 final del experimento ,
sin considerar que antes pudo haber mayores concentracio-
nes, dada su cualidad de degradarse. M4s aln, Argandoifia et
al. (1980) cultivaron hojas (infestadas con £fidos) duran
te 6 dfas en soluciones acuosas de DIMBOA a pH 5 y 25 °
(vida media de DIMBOA = 3,5 dias; Woodward et al., 1978a),
en las cuales alrededor de un 70 % de la aglucona se ha -
bria descompuesto, origindndose MBOA y otros productos que
también pudieron haber contribuido a la inhibicidn.

Por otra parte, es factible suponer que el cre-
cimiento de la poblacidén de insectos fue més influido en

el caso de la incorporacidén de DIMBOA no sélo por la ac -

¢cibén directa del Hx (y de la MBOA), sino también por 1la
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falta de nutrientes en los noméfilos de la cebada (debida
a efectos nocivos de los inhibidores sobre esos érganos) y
quizd{ por la presencia de otros catabolitos téxicos (como
algunos subproductos de descomposicidn de la agluoona).

b) La distribucién podblacional en gramineas del 4

fido Schizaphis graminum sobre hojas de diferentes edades,

es regulada por el contenido de £cidos hidroxdmicos (Argag
dofia et al., 1981). Para apoyar esto, ellos acopiaron las
siguientes evidencias: i) en ensayos realizados con plan-
tas de cebada y trigo (de 63 dfas de edad) infestadas al
azar con &fidos, observaron una correlacién lineal inver—
sa entre el 1ln de la poblacidén final sobre cada una de las
3 hojas més jévenes, y su concentraciém de Hxj ii) 1la
DIMBOA causd una disminucidn en la sobrevivencia de nin—
fas alimentadas con dietas artificiales (150 : 1,9 mM a
las 24 h y 0,3 mM a las 48 h).

c) Se requere la hidrdélisis del glucdsido durante
la infeccidén para que se manifieste la resistencia a los
g4fidos (Corcuera et al., 1982). Para sustentar esta hipé-—
tesis, los autores mostraron que, al alimentar ninfas de
S. graminum con dietas artificiales, DIMBQA 1 mM redujo el nimero de &
fidos a un 13 %, mientras que el DIMBOA-Glc lo hizo sélo
a un 88 %. Ademds, ellos observaron que: i) existe una cg
rrelacién negativa entre la concentracidén de Hx en extrag
tos vegetales y la resistencia de cebada, varios cultiva-

res de trigo, triticale y maiz contra Metopolophium dirho—-
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dum ¥y S. graminum; ii) la DIMBOA afectd de manera diferen

te la sobrevivencia de ninfas de 3 especies alimentadas con

dietas artificiales durante 48 hj la mortalidad fue mayor

P

en S. graminum kIﬁO = 0,4 mM), intermedia en M. dirhodum

pe—

(I., = 1,3 mi) y poco notoria en Rhopalosiphum maidis ( <
10 % con 2 mM). Con esto, y sabiendo que el malz (grami-

nea con mayor concentracidén de Hx) es menos resistente a

3.'maidis que a otras especies de pulgones (ver i), los au
tores postularon gue la susceptibilidad diferencial de los
dfidos hacia los 4cidos hidroxdmicos puede determinar su
preferencia por &l versos hospederos; iii) en ensayos efec

tuados con ninfas de S. graminum nutrides con dietas arti

ficiales, se obtiene una correlacidén lineal negativa entre
el Log del iIndice reproductivo del pulgdn y la concentra-
cién de DIMBOA (O a 0,1 mM). Con esto, los autores conclu
yeron que el Hx decrece la tasa de reproduccidén a bajas

ser letal con otras superiores.

W)

concentraciones y llega
Luego, con concentraciones intermedias se tendrian ambos
efectos, como aparentemente ocurrid en el experimento de
distribucidén de S. graminum en diferentes hojas de trigo

(Argandofia et al., 1981).

o

Por otra parte, Corcuera et al. (1982) menifesta -

ron desconocer el tipo de accidn que ejercen los Hx sobre
los &fidos. Mencionan que tales compuestos pueden actuar
como repelentes o por toxicidad directa. Durante el desa-~

rrollo de esta tesis, en su laboratorio se han acumulado
b
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videncias de que tanto el DIMBOA~Glc como la aglucona ag
tdan mediante ambos mecanismos, siendo mds téxica esta Ul
time.

En resumen, podrfa decirse que en las plantas in -

16

&

tactas estdn los glucdsidos de dcidos hidroxdmicos (poco
efectivos como antipatégenos), pero se hidrolizarian ante
una infeccidn (Elnaghy y Linko, 1962) o cuando las célu -
las mueren (BeMiller y Pappelis, 1965a), liberédndose la
agluconas (activas como antipatégenos), a lo que seguirie
la muerte de las células afectadas debildo a la fitotoxici
dad de los hidroxamatos libres (Hofman y Hofmanovd, 1971
Elnaghy y Linko, 19623 Argandofia, V. H., com. pers.). Con
esta necrosis ce lular se reterdaria el crecimiento pobla-
cional de los fitopatdgenos no sélo por deficiencie nutri
cional en la zona infectada (caso de hongos y bacterias),
sino también por los efectos repelentes (caso de insectos)
y/o inhibitorios de las agluconas (caso de hongos, bacte—
rias e insectos). Subsecuentemente, tembién las benzoxazg
linonas formadas al descomponerse las agluconas podrian e
jercer efectos negativos sobre los fitopatégenos,

En general, hasta ahora en esta tesis se ha entre-—
gado un cUmulo de evidencias tendientes a demostrar que en
ciertas gramineas existen factores gquimicos que les otor—
gan resistencia contra diferentes agentes patégenos (Ta -
bla I). Sin embargo, muchos trabajos (de los agqudi analize

dos y de otros mencionazdos en la Tabla I) son incomple -
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tos en cuanto a determinar el rol que tales Hx juegan en

la defensa vegetal, ya que no cumplen completamente con

ciertos criterios bdsicos, como los esbozados de manera

diversa por Salgado (1980). Tales importantes criterios

consisten en establecer que el compuesto estudiado (y no
otro(s), como algin(os) producto(s) catabdlico(s)):

19 Disminuye la poblacidén del patbdgeno potencial y/o im=
pide, retarda o reduce su crecimiento poblacional, ya
sea porque provoca mortalidad en el organismo atacante,
0 porgque lo repele, o0 porque hace decrecer su tasa de
reproduccién y/o de desarrollo.

29 Ixiste o se forma en las plantas resistentes en las
concentraciones necesarias para provocar los efectos
mencionados precedentemente, en los lugares donde ocu
rre el ataque (sean érganos, tejidos o c¢élulas) y en
el momento en que la resistencia se manifiesta.

32 No existe ni se forma en los vegetales susceptibles,
en las concentraciones, lugares y momentos apropiados
para provocar los efectos negativos sefielados.

4¢ Confiere proteccidn a las plantas susceptibles cuzndo
es incorporado a ellas.

Aun cuando en particular en ninguno de los traba-
jos precedentemente analizados se demuestra la validez
de todos los principios ya seiialados, €stos se cumplen

ara la DIMBOA segun puede deducirse del conjunto de ta-

3

les investigeciones, aunque faltarfa demostrar la presen
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cia del Hx en los tejidos y células donde ocurre el ata -
que por los patdgenocs.

También los Hx han atraido la atencidén de los in-
vestigadores hacia su probable desemperio en otros papeles
de la organizacién y funcionamiento vegetales (ver mds a—
delante y Tabla II), casos en los cuales deben cumplirse
criterios equivalentes a los precedentes.
3e2e2e¢ Nutricidén mineral

En la naturaleza se conocen compuestos con 1, 203
grupos hidroxdmicos por molécula. Los trihidroxamatos for

man, con el ién férrico, complejos estables llamados sid

Ho

rocromos o sideréforos (como les ferrioxaminas y los fe =
rricromos), de los que se piensa juegan un rol en el meta
bolismo de los iones metdlicos en microorganismos, donde

se ha estudiado extensamente el transporte de fierro (ver
revisiones por Neilands, 1967; 1981; Emery, 1971 y Lank -
ford, 1973). Se ha considerado importante las altas cons—
tantes de estabilidad (K = 103°) de los complejos férri -
cos para que los siderocromos funcionen como transportadg
res de fierro. Sin embergo, dcidos mono— y di~hidroxdmi -
cos también forman fuertes complejos (K = 102°) gon 4to —
mos de fierro trivalente, involucrdndoselos también en el
metabolismo del metal y otres funciones en microorganis -
mos (ver pég. 58), como es el caso de las micobactinas P
v T (Wheater y Snow, 1966) y del esquizoquineno (Davis et

al., 1971). Neilands (1967) muestres una extensa lista de
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4cidos hidroxdmicos producidos por microbios. Se supone
que los compuestos mencionados son secretados por los mi-
croorganismos al medio ambiente, uniéndose al Fe y, por
ende, solubilizdndolo, para luego ser absorbidos los com-—
plejos por las células.

Una vez en el interior celular, para que el fierro
sea transferido a otros componentes celulares (como pro -
teinas hémicas y no hémicas), el metal deberia ser reduci
do a Fe(II) (Neilands, 1981). En algunas plantas (no en
mailz) se han hallado también polihidroxamatos, suponiéndo
se que también podrian jugar roles similares (absorcién y/o
metabolismo del fierroj; Page, 1966), aunque se adjudica &l
dcido citrico el papel preponderante en la absorcidn y en
el transporte del metal en vegetales vasculares (Tiffin,
19663 Clark et al., 1973; L¥uchli, 1972).

Tipton y Buell (1970) encontraron altas constantes
de estabilidad entre el Fe(III) y la DIMBOA (K = 10°') y
el DIMBOA-Glc (K = 10'®). Aunque estas afinidades son va-
rios drdenes de magnitud menores que las de desferriside-
ré6foros (K = 10°°), son a la vez muy superiores a las del
4cido citrico (K = 10'%2). Con base en esto y en las con -
centraciones de Hx encontradas en plantas jévenes de maiz
(107% 2 107 M), Tipton y Buell propusieron que una alta
proporcién del i6n férrico debe estar en forma de comple-
jo con los &cidos hidroxdmicos. Sin embargo, Argandofia, V.

H. y Luza, J. (com. pers.) no encontraron Hx en exudados
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xilem{ticos, siendo el lImite de deteccidn con reactivo
de FeClj < 3 mg Hx/1lt exudado. Suponiendo este valor como
concentracidén méxima y conociendo las concentraciones de
4cidos orgdnicos y de Fe en la savia cruda, asi como las
constantes de formacidn (X) de la DINMBOA y del dcido cI-
trico con el fierro, se encontrd, mediante un programa com
putacional apropiado, que précticamente todo el Fe estaria
quelado por dcidos orgdnicos en el xilema (Corcuera, L.d.,
com. pers.). O sea, los dcidos hidroxdmicos cfclicos no eg
tarfan involucrados en el transporte longitudinal del Fe.
Por otra parte, la DIMBOA también forma complejos con
cu(II) (Hdiriart et al., 1978; Daved et al., 1983) y otros
cationes (Dabed et al., 1983; pdg. 19). Asf, considerando
las concentraciones de Cu(II), Zn(II), Ca(II), Mn(II),
Fe(III1), 4c. m&lico, &c. cftrico y DIMBOA en las plantas
completas, ademds de las respectivas K y del pH de los hg
mogenizados de mafz (5,5), se determind, mediante un pro-
srame de computacién idbneo, que de cada catidn habrfa mds
comple jado por DINMBOA que por los dcidos cftrico y m&lico
en conjunto (Dabed et al., 1983). Lsto llevd a sugerir a
estos investigadores que la DINBOA y otros 4cidos hidroxd
micos relacionados de gramineas podrfan participar en la
nutricidn minerel de la planta como agentes quelantes, aun
que reconocen que es preciso determinar su concentracidn,
as{ como la de 4cidos orgdnicos y de cationes, y el pil en

los diferentes compartimientos de la planta a los niveles
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tisular y celular. Mds adn, debe considerarse que en el ve
getal intacto existe el glucdésido de la DILBOA, cuya K es
2 8rdenes de magnitud menor que la dela aglucona por el Fe+3
(Tipton y Buell, 1970). No se han determinado las constan
tes de estabilidad entre el DIMBOA-Glc y otros cationes ,
aunque provablemente no haya diferencias mayores, dado gque
el sitio funcional es el grupo hidroxédmico, que en el gl
cdsido sblo podrla estar parcialmente impedido por efectos
estéricos.

3.2.3. Reaccidbén con herbicidas € insecticidas

Roth y Knusli (1961) encontraron que, in vitrg, los
dcidos DIMBOA, DIBOA y sus glucbsidos, eliminan las cuali
dades téxicas del herbicida simazina, en tanto que las ben
zoxazolinonas MBOA y BOA no lo hacen; estos autores sugi-
rieron entonces que las agluconas y los glucésidos hidro-
xdmicos juegan un rol en el fendmeno de resistencia de al
gunas especies de plantas contra la simazina y compuestos
fitotdéxicos relacionados.

Al respecto, Hamilton (196L4a) presentd une breve re
visidén bibliogrdfica, la que puede extractarse como sigue:
los herbicidas del tipo 2-cloro-4,6-dialquilamino-s—tria_
zina son extensamente utilizados pare controlar malezas en
cultivos de mafz, caiia de azdcar, sorgo y algunos otros ;
los dos derivados mds ampliemente usados son la 2-cloro-—i,
6-bis(etilamino)-s—triazina (simazina) y la 2-cloro-i—eti

lamino—-b-isopropilamino-s—triazina (atrazina), siendo més
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selectivo el primero. £l mafz no es daiiado por aplicacio-—
nes de hasta 10 veces la cantidad requerida para contro -
lar las malezas anuales, pero en general, otros cereales

son susceptibles. La simagina es degradada no enzimdtica-
mente por extractos y pldntulas de maflz, involucrdndose a
la. DILIBOA como catalizador de tal degradacidn, en que el
meyor producto es el derivado 2—hidroxi—4,6—bis(etilaaino}
-s—triazina (hidroxisimazina, que €s no fitotdxica). Ha -
milton (1964a) encontrd que: i) el contenido de benzoxazg
linonas estaba directamente relacionado con la capacidad

I ~ ~ A s . . . v -
de railces separadas para formar hidroxisimazina (Oh—81ma~

6]

zina) y algunos otros metabolitos menores; ii) las raices
que no contenfan hidroxamatos (avena, cebada, sorgo Kafer
60) no formaron OH-simazina, aunque Hamilton detectd otros
productos menores; iii) sin embargo, la tolerancia de va-—
rias especies de Gramineae a la atrazina no se relaciond

direotamentevcon la capacidad de sus raices escindidas pa
ra metabolizar [}QQ]msimazina. En efecto plantas de trigo
vy centeno (con Hx), cebada y avena (sin Hx) murieron lue-
50 de una semana de exposicidén a atrazina 0,5 ppm en la so

lucidén de cultivo, en tanto que las de mafz y Coix lachry.

ma—-jobi fueron inhibidas en su crecimiento pero no presen
taron otros sintomas luego de un mes de estar expuestas a
5 o 10 ppm de atrazina, y plantas de sorgo Kafer 60 ( sin
Ux) y Dwarf Yellow Milo (DYM; con Hx) tuvieron una resis—

tencia intermedia. De modo que Hamilton concluyd que, aun
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cuando las benzoxazinonas pueden jugar una parte en la tg
lerancia del sorgo DYi, Coix y melz, y su ausencia expli -
car la susceptibilidad de avena y cebada, parece que otros
factores son importantes en este aspecto, puesto que el
sorgo Kafer 60 es resistente (no tiene Hx y sus rafces nc
convierten simazina a OH-simazina). autor teambién apo=-
y6 la existencia de tales otros factores aduciendo que el
trigo y el centeno son intolerantes hacia la atrazine, aun
que sus relces degradan simazina, pero €1 no considerd que
las variedades de trigo y centeno usadas tienen menores con

centraciones de Hx y degradan menos simazina que el malz y

al

i
(@)
-
b

.

lo cual podrfa explicar la susceptibilidad de aque

llas especies haclia la atragzina. Hamilton tampoco hizo en
sayos con atrazina sobre rafces (de plantas con y sin Hx)
ni experimentos directos de reaccidén entre las benzoxazinas
v los herbicidas, pero mostrd que suspensiones acuosas de
extractos acetdnicos de mafz mutante, con su contenido de
DILSO0A reducido 8 a 10 veces, formaron poca OH-simazina a
partir del herbicida correspondiente, a la vez que las plan
tas mutantes resultaron menos tolerantes a la atrazina que
las normales (Hamilton, 1964b).
Thompson et al. (1970) encontraron que en las hojas
y tallos ocurrfa otro importante mecanismo de desintoxicgz
¢idén por unidén de la atrazina a los sulfhidrilos de o—glu
amilcisteina y/o glutatibn, formando conjugados pcptidi

-

cos probablemente de manera enzimdtica. No hallaron OH-z_
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trazina. Por otro lado, ellos observaron que en extractos
acetdnicos de las ralces del mafz prdcticamente toda la a
trazina absorbida aparecia en le forma del derivado hidrg
xilado, y que la velocidad de hidroxilacidén disminufa con
la t°, en forma similar a la desintoxicacidén por formacidn
de los conjugados peptidicos. De modo que también podria
pensarse que tal hidroxilacidn es enzimdtica, pero se co-—
noce que la velocidad de las reacciones gquimicas en gene-
ral normalmente disminuye con < t°. Ademds, estos inves
tigadores obtuvieron una correlacidn entre el contenido de
glucésidos de benzoxazinonas (que incluye DINMBOA-Glc ¥y
DIBOA-Glc) y la tasa de hidroxilacién de la atrazina. De
manera que la desintoxicacidn en las rafces (formacidn de
Oli-atrazina) no necesariamente es enzimdtica, ya que pue-
de deberse a que los dcidos hidroxdmicos se reducen y la
atrazina se oxida por simple interaccidn entre estos com=
puestos en la planta viva. Un experimento equivalente fue
realizado previemente in vitro por Roth y Kniisli (1961) ,
¥y algunas otras evidencias se .obtienen de las observacio-—
nes mencionadas en el prdéximo pdrrafo.

Hofman y Hofmanovd (1969) observaron que en maiz ,
vajo la influencia de la atrazina en la fase terminal de
su accidén, hay un incremento distintivo de HMBOA-Glc con
respecto a la forma hidroxdmica (DIMBOA-Glc) y que si el

herbicida se adiciona en cantidades suficientemente gran-—
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des al maflz como para actuar rédpidamente, la suma DIMBOA-
Glc mds HMBOA-Glc permanece constantee. Después, Hofman et
al. (1970) vieron que cuando se aplica atrazina sobre pldn
tulas de meiz, hay una disminucién en la concentracién del
y7 M,BOA~Glc (del cual muestran también que puede redu -
¢lrse a HMBOA~G10), en tanto que ellos mismos observaron
previamente que se incrementa la concentracién de la lac-
tama 7-0H H30A-Glc ante el mismo tratamiento (Hofman et
al., 1969). Es probable que el 4,7 l,B0A-Glc tenga un im-
portante papel en la tolerancia de las plantas en las que
no se detectd Hx (sorgo Kafer 60) e incluso en les que exis
ten Hx (sorgo DYM, Coix y mafz); ese compuesto no hidro -
xdmico es mayoritario en rafces de trigo, mafz y Coix Hof
man et al., 1970).

Resultados un tanto contrapuestos a los del grupo
de Hofman (inciso precedente) fuéron obtenidos por Brandes
y Heitefuss (1971), guienes reportaron aumentos en la con
centracién de DIMBOA-Glc y de aglucona (1/3 y 1/2, respeg
tivamente) en plantas de trigo tratadas con simazina omo
nolinurona (otro herbicida), aunque sus técnicas para cuan
tificar tales HX involucran muchas etapas previas a la me
dicién (por UV), logrande con ello un grado de imprecisidn
diffcil de establecer desde su trabajo (pdg. 19).

Por otra parte, Tipton et al. (1971) sustentan la
hipbétesis que la DIMBOA actda cataliticamente en la hidrd

lisis de simazina en soluciones acuosas (conversidén a OH-
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simazina). Por inspeccidn visual en placas finas no obser
varon descomposicidén de DIMBOA 2 mM en agua con sSimazina
1 mM durante 15 dfas a 37 ° (pdg. 2D. Con este resultado

no se preocuparon de cuantificar DIMBOA en los demds expe
riment os, luego de llever a cabo diversas reacciones con
simazina a 37 ° por 4 h, en que la vida media de degrada-
cién del Hx es =15 ha pH 5,0y =2 h a pH 6,5 (Woodward
et al., 1978a). Esos autores también seflalan que la catd
lisis es llevada a cabo més bien por el dcido hidroxdmico
que por el anidén hidroxamato, con base en que & pH 5 ob -
servaron una mgs alta tasa de hidroxilacidén del herbicida
que a pH 6453 no lo hicieron a los pH 8 o 9, en que ha -

bria mucho mayor proporcidn del anidén (pues su pK, =6,95

a
Ademds, conociendo la diferente tasa de descomposicidn de
la aglucona, bien se puede pensar gque al pH mayor se hi-
droxild menos simazina poraue la DIMBOA se descompusoc mi-

nimo 8 veces mé&s rdpido; de hecho, la diferencia en tal

i
ife-

o

descomposicidén entre los pH 5 y 6,5 es similar a la
rencia entre las concentraciones de aglucona usadas (2 y
0,2 mM). Por otro lado, también cabe la posibilidad de ex
plicar las diferencias observadas, al menos en parte, por
el efecto directo de la acidez sobre la simazina en el me
dio de reaccidén: la DIMBOA (2 mM), al descomponerse, tien
de a bajar el pH de las soluciones en gque se encuentra, es
pecialmente si los amortiguadores estdn diluidos (1 mil)

como algunos usados por estos autores.
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También Tipton et al. (1971) mostraron evidencias
sobre las cuales suponen que son agregados moleculares de
la DIMBOA los que catalizan la "hidrélisis" de simazina.
Pero, con respecto a la degradacidén del Hx en soluciones
acuosas, es diffcil que los resultados de Tipton et al.
(1971) puedan ser validados, en vista de lo contrapuesto
con datos previos y posteriores. M&s todavia, ellos obtu
vieron porcentajes de recuperabilidad entre 80 y 70 %, lo
que confiere mucha variabilidad a sus resultados.

Asi, aun no estd del todo clara la forma en que
las benzoxazinas juegan su papel en el anulamiento de la
intoxicacidn por herbicidas en gramineas, especialmente

in vivo. Las evidencias acumuladas hasta el momento son

buenos indicios de que los hidroxamatos de gramineas cum
plen ese rol, al menos parcielmente.

Por otro lado, Ioannou et al. (1980) mostraron
que, in vitro, tanto homogenizados de mafz como la DIMBOA
purificada catalizan la degradacidén del insecticida Dia_
zinon {0,0-dietil-0- [6-metil-2~(1-metiletil)]-4-pirimidi
nil-fésforotioato}, actividad que depende del pH (concor

ante con lo encontrado por Tipton gt al., 1971) vy del
tiempo de incubacidn (dada la inestabilided del Hx), asi
como de la edad y de la porcidn usada de la planta y de
la fraccidn subcelular, en ei caso de los homogenizados.
Sin embargo, ya sea la validez de tazles experimentos o su

significado no han sido estudiados in vivo.
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En la Tabla II.B. (pdg. 47) se muestra un resumen
de las publicaciones comentadas en esta seccidn.
3e2elte Otras funciones biloldgicas

Diversos dcidos hidroxdmicos que existen en la na-
turaleza juegan también papeles diferentes de los 3 prece
dentemente analizados (alelopatfas, nutricién mineral y dg
gradacién de herbicidas). Por ejemplo, actdan como facto-—
res de crecimiento, antibidticos, antagonistas de antibid
ticos, agentes de divisidn celular, inhibidores de tumo -
res (Neilands, 1967), aunque no se conoce si tales efec -
tos estdn relacionados a un simple evento fisiolégico fun
dame ntal, e incluso en ningin caso es posible dar cuenta
de esta accidén a nivel molecular. En el caso de los 4ci -
dos hidroxdmicos de gramineas y compuestos relacionados,
se han publicado tambié€n otros estudios con respecto a e-
fectos ejercidos sobre seres vivos (distintos de los tres
anteriormente tratados), tales como los que a continuacidén
se estudian (ver Tabla II1.C., pdg. 48).
3e2eltale Mutagenicidad de 1l,4-benzoxazinonas hidroxdmicas.
Hashimoto et al. (1979) reportaron el efecto mutagénico de
DIMBOA, DIBOA y otras &4-~hidroxi-1l,4-benzoxazin-3-onas so-

bre Salmonella typhimurium. Para ello, incubaban las vac—

terias con los compuestos a ensayar (20 min, 37 °) antes
de agregar agar fundido y luego contzban las colonias re-—
vertantes auxotrdéficas para histidina. Encontraron que: i)

le. DIBOA y la DIMBOA se comportaban como mutégenos, apare
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ciendo el primero mds activo; ambos compuestos mostraron
también efectos bactericidas, por lo cual es probable que
la potencia mutagénica de ambos agentes sea aln superior;
ii) también posefan actividad los derivados con un grupo
2-metoxl o con grupos 2,2- dimetil, independientemente de
las sustituciones en el anillo bencénico. Con base en 1lo
anterior, Hashimoto et al. (1979) supusieron que se reque
rirfa la presencia del grupo 2-hidroxi o del 7-metoxi pa-—
ra la actividad mutagénica. Sin embargo, no encontraron
mutagenicidad con el derivado 2,7-dimetoxilado, del que se
esperarfa una actividad similar a la del 7-metoxilado; a-—
demds, observaron que la DIMBOA (que tiene el grupo 7-me_
toxi) fue menos activa que la DIBOA. Este fenémeno podria
deberse a un enmascaramiento por el efecto bactericida de
los Hx, pero los autores no dieron explicaciones a este
respecto. Habria sido interesante determinar la incorpora
cién de los compuestos bioensayados a la célula o, mejor
atn, al material genético; se podria explicer, v. gr., la
nula mutagenicidad de los demds derivados con base en que
no ingresaron a las bacterias, o que entraron y fueron ca
tabolizados antes de actuar.

3e2el4e2s Efectos farmacoldgicos de benzoxazolinonas. Sam
et al. (1968) mostraron la accién de 3-X BOA (BOA susti -
tuida en la posicidn 3) como un agente relajante muscular
en ratones. Ellos seiialan investigaciones previas en que

se muestra que la BOA y varias 3-X BOA producen inmovili-
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zacidén en peces, a la vez que diversas 3-X BOA antagoni -
zan los estados de electroshock mdximo y presentan activi
dad analgésica. Gomita et al. (1981) realizaron una serie
de estudios sobre efectos conductuales y eleqtroencefalo—
grdficos en ratas, comparando el coixol (MBQA) con la clor
zoxazona (5-cloro-2,3-benzoxazolin-2-ona = 5~C1l BOA). Con
base en los fendémenos observados, e€llos concluyeron gque la
MBOA tiene propiedades farmacoldgicaes cualitativamente si
milares a las de la 5-C1l BOA y actda como un relajante mus
cular central con efectos anticonvulsionantes. Por el ca-
récter de su trabajo, no estudiaron otros aspectos, como
la posibilidad que les ratas ingieran MBOA naturalmente en
las dosis utilizadas y de su absorcidén a través del sis-—
tema digestivo. Pero tampoco experimentaron con otras do-—
sis y/o con tiempos mds largos de exposicidn ni analiza -
ron posibles efectos sobre los animales de compuestos re-—
lacionados a la MBOA, como sus precursores en gramineas
(DIMBOA, DINBOA-Glc).

3e2e4e3s Estimulacién por MBOA de la reproduccidén en Mi -

crotus montanus. Sanders et al (1981) exhibieron varias e

videncias tendientes a demostrar que la MBOA estimula la
actividad reproductiva en el ratén acudtico M. montanus .
Paralelamente, Berger et al. (1981), con base en los re -
sultados obtenidos y en otros previos, proponen que esa

benzoxazolinona, que suponen existe en el recurso alimen

ticio vegetal, actia como una sefial para gatillar el es -
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fuerzo reproductivo de M. montanus. Sanders et al. (1981)
creen que este mamifero responde ante indicadores quimi -
cos presentes en sus alimentos, iniciando su esfuerzo re-—
productivo ante alto consumo de MBOA y terminéndolo ante
la aparicidén de dcidos cindmicos, presentes en gramineas
maduras y que funcilonarian como sefial del deterioro del re
curso alimenticio. Sin embargo, estos autores nada dijeron
cuantitativamente acerca de : i) cantidades de vegetales
que los individuos de M. montanus debian ingerir para ob-
tener las dosis de MBOA usadasj; ii) la existencia del
DINMBOA~Glc y la ausencia de la MBOA en la planta verde in
tactaj i1ii) las concentraciones de Hx en las plantas nu -

trientes; iv) los efectos fisiolbgicos de los Hx en los

ratones. Sanders et al. (1981) también reportaron que le
DINBOA es una"fraccidn activa". Es probable que en los te

jidos frescos ingeridos el DINBOA-Glc se hidrolice a la a
glucona, ya sea por la B-=glucosidasa vegetal o por enzi-
mes presentes en el tubo digestivo del mamifero (Honkanen
y Virtanen, 1960b). Pero también es factible gque la DIMBOA
se degrade en el intestino (t% < 1 h)., Ademés, Saznders et
als (1981) encontraron que dosis i.p. mayores que 15 ug de
MBOA (en 3 dias; efecto mdximo) causan menor estimulacidn
e incluso aparece inhibicidén reproductiva al inyecter 600
pug i.pe. de la benzoxazolinona (en 3 diazs). Las dosis sernia
ladas corresponderian entre 0,75 y 3 mg MBOA/Kg animal, de

modo que probablemente los efectos negativos que estos au
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tores encontraron con las dosis altas se deberfan, al me-
nos en parte, a la influencia sobre el sistema nervioso
central que detectaran Gomita et al. (1981; pdg. 60), en

que el carbamato actuaba como relajante muscular central
en ratas y ratones con dosis 1l.p. entre 20 y 100 mg/Kg.
También resulta interesante notar la dualidad de efectos
ejercidos por la DIMBOA sobre £fidos (Corcuera et al.,
1982; pig. 43).

Por otra parte, cabe destacar, con respecto a la
ingestidén de MBOA y compuestos relacionados (BOA, DIMBOA,
DIBOA y otros), el efecto que estas sustancias inhibido -
ras puedan tener en la composicidén de la flora microbiana
entérica de los animales consumidores primarios, fendmeno
que también mencionan como posible Virtanen et al. (1957),
particularmente con respecto al ganado.

Ademds, se ha propuesto, con base en sus altas con
centraciones en las pldntulas en germinacién, que los Hx
podrfan jugar algin papel en el desarrollo del vegetal
(Klun y Robinson, 1969). Virtanen et al. (1957) no halla-
ron influencias de benzoxazolinonas sobre el crecimiento
en longitud de cotiledones. las benzoxazolinonas MBOA y

M,BOA inhibirfan la unidén de hormonas vegetales a recepto

res lipedos a membranas (Venis y Watson, 1978).

Las evidencias compiladas hasta el momento muestran

que los Hx existentes en extractos de gramineas, de los
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cuales la DIMBOA es el m&s abundante, participarfan en va
rios roles funcionales, de los que la defensa contra paté
genos es el que mé&s atencidén ha recibido. Se ha visto que
a aquellas gramineas de las cuales provienen, estos com -
puestos les confieren resistencia contra enfermedades cau
sadas por organismos tan diversos como insectos, hongos ¥y
bacterias, y mds adn, también provocan efectos deletéreos

&

en plantas, no conociéndose el(los) mecanismo(s) bioquimi~
de

=

co(s su accidn.

(6}

n esta Tesis se pretende:
a) Aislar la DIMBOA y su glucésido desde pléntulas de
malz y examinar algunos factores que afectan sus

concentraciones in vivo.

b) Determinar un posible modo de accidn de estos Hx
a nivel molecular, estudiando sus efectos sobre la

sintesis de ATP.



METODOLOGTIA

A, PURIFICACION Y CARACTERIZACION DE ACIDOS HIDROXAMICOS
l. Purificacidn de DIMBOA

Se siguié el procedimiento utilizado por Woodward et dl.
(1978a2) y por Tipton et al. (1967), con les modificacio —
nes seflaladas: En bandejas pldstices provistas de papel

filtro Whatman embebido con agua destilada, se sembraron
1,000 frutos de mafz LH Rinconada distanciados 1 cm uno de
otrose. Se cultivaron en una estufa termorreguleda a 28 °
t 1°, en oscuridad permanente y se regaron diariamente
con agua destilade durante 7 dfas. Se cosecharon pldntu -
las etioladas (descartando los frutos; 674 g de tejido
fresco) ¥y se molieron en uha juguera comercial con 200 ml

de apgua destilada. E1 homogenizaedo (que no se dejé reposar)

NOTA: Todos los reactivos fueron de grado analitico, =1
gual que la mayor parte de los solventes. Los sol
ventes de grado técnico se destilaron, antes de su
uso, hasta que su punto de ebullicidn coincidiere
con el del solvente puro o con el punto azeotrdpico
correspondiente, La MBOA fue generosamente donada
por el Prof. He Re Bravo. E1 mafz 1LH Rinconada se
obtuvo en la TFacultad de Agronomia de la Universi -
dad de Chile. E1 mafz T 1295 fue donado por la semi
llerfs Tracy (Santiago).

; “_;.
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se filtrd a través de una capa de lienzo. Al filtrado se
le disminuyé el pH desde 5,5 haste 3,0 con HC1 1 N (en lu
gar de calentar hasta 65°) y se centrifugb a 6.000g du-
rante 15 min. E1 sobrenadante fue extraldo sucesivamente

3 veces con €ter (&ter : extracto acuoso =2 :1). Las fases
etéreas (amarillas) se juntaron y concentraron con vacio
en un evaporador rotatorio termorregulado a 20° . E1 resi
duo, un lfquido viscosoc anaranjado, se guardé en un con -
gelador (= 6 °) durante 12 h, con lo cual cristalizd un

compuesto rosado. Con una pipeta Pasteur se extrajo la fa
se liIquida y los cristales fueron lavados rédpidamente yen
frio, en forma sucesiva con: 2 ml de éter (2 veces), 2 ml
de acetona (2 veces) y 1 ml de metanol : cloroformo = 1 :1
v/v. Después de cada lavado, se sacaron los solventes con
una pipeta Pasteur. Finalmente, los cristales, rosados ¥y
de forma polihédrica, se disolvieron en 8 ml de acetona ,
mezcléndose con 40 mg de carbdén activado. La suspensidn se
filtré a través de papel y al liguido se le agregdé n—hexa
no gota a gota, hasta obtener opacidad; se dejé cristali-
zar sobre hielo, y la suspensidn se filtré. Se recupera -
ron cristales blancos a rosado pdlido (222 mg). En poste-
riores purificaciones los cultivos se hicieron en tierra

vegetal bajo luz permanente, en un invernadero termorregu
lado a 28 ° ¢ 3 °; se usaron sb6lo hojas y no se efectud la
ctapa de descoloracién con carbén activado (se encontrdin

necesaria)e. Con las modificaciones mencionadas se obtenia



Mayor rendimiento de DIMBOA, tanto por una menor descompo
sicidén del Hx como por la meyor productividad de los Srga
nos utilizedos (hojas); ulteriormente se ha logrado una

més alta eficlencia en el uso de materiales y de tiempo el

W
03

"Q)
;C)\.

moler las hojas en un molinillo sin agreger agua, lav

e
[§V]

lo con acetona el residuo de la evaporaciébén del €ter y
cristalizar desde dioxano con n-hexano (Bravo, H. R. ,

GOMe PETS.) e
2« Caracterizacién de DIMBOA

20le Lspectro ultraviolete

Se disolvieron 3,3 mg de DIMBOA en 50 ml de etanol &b
soluto. Una alfcuota se diluy$ 2,5 veces en el mismo sol-
vente y mediante un espectrofotémetro Shimadzu UV 240 se
obtuvo el espectro mostrado en la Fige. 3. Se aprecia un
méximo amplio a 262 nm con un € = 10,136, un hombro a 288
nm con un €= 7.256, y un minimo a 233 nm. Este espectro
es muy parecido al obtenido con otra muestra en un espec—
trofotdémetro Cary 17 (€265 = 10.135;5 €,454 = 5.165; ko w
235 nm). Ambos espectros son similares a los reportados

por Woodwerd et al. (1978; €,,, = 10.000 en etenol absolu

F

to) y por Gahagan y Mumma (19673 €,,, = 10.300 en etanol),
vy a otros espectros UV obtenidos con agua como solvente
[Tipton et al., 1967; Vahlroos y Virtanen, 1959; Hamilton

10.114 =~ ,),677)J

i1

et C‘lo’ 196 & TiptOD ‘g;.t‘ E‘ils, 1971 (E‘:zeg{,
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Absorbancia

Longitud de onda (nm)

Figura 3. Espectro de absorcidn por DIMBOA en el rango
de luz ultravioleta.

Se disolvieron 3,3 mg de DIMBOA en 50 ml de
etanol absoluto y una alfcuota (1 ml) se diluyd 2,5 ve-
ces en el mismo solvente. La curva se obtuvo en un es -
rectrofotdmetro Shimadzu UV 240 usando el mismo alcohol

como blanco.

67
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Ln el presente caso no se observaron cambios espectrales
notorios con el solvente (etanol) y rango de concentrecio

nes usados: 0 a 250 uM (0 a 2,5 unidades de absorbancia).
2.2+ Lspectro infrerrojo

A 3 mg de DINMBOA en una pastille de KBr, se les midid
la transmitancia desde 4.000 hasta 640 omm:L €N un espec =
trofotémetro de IR Perkin Elmer 700. El espectro obtenido
aparece en la Fig. 4, donde se aprecian los méximos de ab
sorbancia (A) caracteristicos de los grupos hidroxilo en
posiciones 2 y 4 (3.325 y 3.140 omﬂl), del grupo carboni-

lo ( 1.670 om"l) y del fenilo (1.520 em”l) de la DINBOA .
1

La lactama no absorbe en la frecuencia de 3.325 om - (Tip
ton et al., 1967). Este espectro calza muy bien con otros

obtenidos previamente (Hamilton et 2l., 1962; Tipton gt al,
1967). Por otra parte, €l que no haya absorcidén en la re—

, - Y ™ 8 o . .
gién de los 1700~ 1.800 cm ~ indica que estd libre de copn

taminacidén por benzoxazolinonas, que absorben fucrtemente

en ese rango (Hamilton et al., 1962).

2.3+ Lspectro visible del complejo formado por DIMBOA con

FeCl3

Se usé el reactivo descrito por Hemilton (1964z) y r

5

dificado por Corcuera et al. (1978; ver pdgs. 16— 19).
2.3.1. Preparacién del reactivo de FeCl..
Se disolvieron 100 g de FeCl3 *ﬁiHZO en 25 ml de a

cgua desionizada que contenfa 1,35 ml de HC1 37 % p/v y se
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llevé a 100 ml con agua desionizada. E1 HC1l libre fue ¥4
0,5 % p/ve Esta solucién madre se almacenaba incluso du -
rante meses en una botella oscura a temperatura ambiente,
sin que se descompusiera., Para obtener el reactivo mismo,
& 100 ml de etenol 95 % v/v se agregaba 1 ml de HC1l 37 %
p/v y 10 ml de la solucidn madre.

243424 Obtencidén del espectro

Se disolvié DIMBOA en etanol absoluto; 1 ml de es—
ta solucidn fue evaporado a sequedad, soplando aire seco.
A los cristales residuales se les agregbé 5 ml de reactivo
de FeClB, obteniéndose una solucidn 4,875 - 10" M, de co
lor azul oscuro. A esta solucidn se le midid la A desde
800 hasta 495 nm en un espectrofotédmetro Shimadzu UV 240,
Como blanco se usé el reactivo de FeClB. E1l espectro apa-
rece en la Fig. 5, en donde se aprecia un mdximo amplio al
rededor de los 590 nm (e = 1.313). Este espectro se asemg
ja tanto al obtenido en un espectrofotdmetro Beckman DU
con otra muestra, como al logrado por Corcuera et al.
(1978; €590 = 1.280).
2.3.3. Determinacidén del coeficiente de extincidén moler a

590 nm

Se disolvieron 30 mg de DIMBOA en 4 ml de etanol ap
soluto. En tubos de ensayo se colocaron alicuotes conoci-
das de diferente volumen y se evapord el solvente con va-
cfo a 0°(soplando aire seco es muy demoroso)e. Cade resi-

duo se mezcld con 5 ml de reactivo de FeCl3, se leyé su A
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Figura 5. Espectro de DIMBOA con FeCl., en el rango de luz
-~
visible.
. ; A -l -
Se formé una solucidn 4,875 10 ' M del Hx en
reactivo de FeCl3 (pdg. 68) y el espectro se obtuvoen un
espectrofotémetro Shimadzu UV 240.
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a 590 nm en un espectrofotémetro Beckman DU, usando elmig
mo reactivo como blanco, y se confecciond una grdfica de

A Vs. concentracidén de DIMBOA. Del andlisis de regre -

590
sién lineal se obtuvieron los coeficientes € = 1.313 (pen
diente), A, = = 0,022 (intercepto en el eje de las orde-
nadas) y r = 0,9995 (coeficiente de correlacidn), siendo
significativa la recta hasta al menos una concentracidn
= 1,5 mil (A = 2), Previemente, Hamilton (1964a) informd
que se cumplfa la ley de Lambert-Beer entre 0,1 y 1 mi (no

dio el € ni la A )5 Long et al. (1974) reportaron un

méx
€570 = 800 j Sullivan et al. (1974) encontrd una A _, =
590 nmj ulteriormente, con un mayor refinamiento del méto
do usado, Corcuera (1974) hallé una X ., = 590 nm con un

€ = 1.280. E1 mayor € aqui encontrado respecto del de Cor

wn

cuera (1974), puede ser debido al aparato con que se mide,
a los reactivos usados y/o a la pureza del Hx. En repeti-
ciones de la curva de calibracidén aqul mencionada se lo -
graron coeficlentes parecidos, con rectas también signifi

cativas. En los experimentos de cuantificacidn de Hx se u

Sé el € = 10313.
3. Aislamiento y purificacidén de DIMBOA-Glc

3.1l. Preparacidén de la columna de SP-Sephadex—Fe(III)
En 700 ml de metanol acuoso 1 : 3 v/v se embebieron
80 g de SP-Sephadex (con Na™ como contraién) durante 1 dfe

a temperatura ambiente y se descartd el I quido sobrenadante. El
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gel se suspendid en 80 ml de une solucién de FeCl3 el 5 %
p/v en metanol ¢ agua =1 : 3 y se dejé decantar; se eli-
miné el sobrenadante y se repitid este proceso 3 veces més.
Con estoy, los iones Na¥ fueron desplazados por los iones

+3, obteniéndose asi el SP-Sephadex-Fe(III), que es de

Fe
color anaranjado. Luego, el gel se lavé con porcilones de
100 ml de metanol acuoso 1 : 3 por 5 veces. E1 SP-Sepha_
dex~Fe(III) fue empacado con una pipeta invertida en una
columna de 30 ¢ 4,2 cm. Se usé arena inerte como soporte
inferior del gel. La columna se lavé con 300 ml del mismo

solvente, con un flujo descendente de 43 ml/h, guedando

entonces lista para usar.
3.2. Preparacidén de la columnz de Sephadex G-10

Se embebieron 450 g de Sephadex G-10 en agua desioni
zada saturade con cloroformo, durante 1 dfa. Se montd una
columna de 70 « 4,1 cm, depositando el gel con una pipeta

Q=

invertida. Como soporte inferior se usé arena inerte. Se

4

lavé la columna con 200 ml del mismo solvente, con un flu
jo de 30 ml/h, quedando lista para su utilizacidn. La co-
lumna se usaba sucesivamente lavédndola en forma previa con
2 1t del mismo eluyente. Dado el contenido de cloroformo

en el solvente, la columne no se contamind con hongos en

3 efios desde su montaje.
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343+ Descripcién de la extraccidn y purificacidn tipicas

En un invernadero se sembraron 1.786 frutos de maiz
(Zea mays L. cv. T 129_; 500 g) en un bandején de tierra
vegetal (76 « 105 ¢ 6 ¢m) a 1 cm de profundidad. Se rega
ron diariamente con agua potable hasta la capacidad de
campo y se mantuvieron a 30 £ 3 °, con una humedad rela-—
tiva entre 55 y 85 % « Al germinar los frutos, se mantu-
vo luz continua [fuentes incandescentes (450 W) y fluo -
rescentes (320 W) ubicadas a 80 cm sobre la tierra culti
vada| e

A los 7 dfas de edad se cosechd cuidadosamente 1la
parte aérea (hojas) de 1.537 pldntulas (951 g de TF), que
nedfan 21 cm en promedio con sus hojas extendidas. E1 ma
terial fresco se calentd a 90 ° durante 15 min en 1.000
ml de agua destilada y se enfrid hasta 60 ° ; entonces se
pasé todo por un molinillo Victoriz y el homogenizado se
filtré a través de un lienzo, recogiéndose 1.460 ml de
filtrado (verde oscuro; pH 5,5), el cual se llevé a pH
100 con NaOH 5 N y se centrifugd por 10 min a 10.300 g.lo
sobrenadante resulté zrojo muy oscuro (1.400 ml, pH 10,1),
que se 1llev§ a pH 3,0 con HC1l 37 % p/v (la solucidn quedd
cefé clara).

El extracto se lavé 3 veces con €ter (éter : sobrenz
dante =2 ¢ 1 v/v). La fase acuosa (1.420 ml) se 1llev$ a
pH 8,0 con NaOH 5 N (torndndose roja muy oscura) y se

guard$ durante 15 h a — 11 °. La solucién se concentrd bz
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y més abajo (4 cm siguientes) quedd una banda roja oscura.
Los 8 om superiores del gel se eliminaron y entonces el

DILBOA-Glc se eluyd desde le columna con el mismo solven—
te saturado con NaCl (520 ml; 33 ml/h). Se colectaron las
fracciones azules (158 ml) y se mezclaron con 70 ml de u—
ne solucidn acuosa de EDTA 0,83 M (pH 8,5), con lo cual se

escoloraron al ser desplazado el fierro desde su comple-

je¥

o glucosidico por el anién del EDTA. La suspensién forma

[l

da (17,6 g de precipitado) se filtré y la solucidn se neu
tralizd con NaOH 2 N y se concentrd haste 45 ml, obtenién
dose un liquido rojo oscuro viscoso en el que, al ser al-
macenado a -11°, aparecid un precipitedo cristalino (13,5
g, posiblemente NaCl).

De la mezcla precedente se tomaron porciones de 6,5
ml, se filtraron y se sembraron en una columna de Sepha —
dex G-10, preparada como se indicé (pdg. 73). Cada porcién
se eluyb con agua saturada con cloroformo a razbn de 13
nl/h, colectdndose fracciones de 2 ml.

A cada una de las fracciones se le midié 1la 4 a2 260
nm (Fige 6.4), 2 590 nm (alficuotas tretadss con reactivo
de 1*“@(31:3 preparado como se describe en la pdg. 68) y a 620
nm [&licuotas incubadas por 5 min a 95 ° gon reactivo Ires
co de antrona, consistente en 200 mg de antrone disuelts
en 100 ml de H2804 (ver pég. 93ﬁ . Bn la Fige. 6.A se apre
cla el perfil de elucidn determinado por las A a 260 nm.

-~

Se ve un complejo de picos con mdximos notorios en los 433
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Figura 6. Perfiles de elucidén desde una columna de pel
sephadex G-10.

A, Elucidn del DIMBOA-Glgc. Le fraccidn hidroxid

mica eluida desde la columna de SP-Sephadex—Fe(III)

0\ fad e - . < WA B A A A
pdg. 76), fue dividida en porciones

"

tada como se indica (

(645 ml), cada una de las cuales se filtrd, se colocd en u

na columna (70 « 4,1 om) de Sephadex G-10 equilibrado en

agua saturada con cloroformo y se eluyd (13 ml/h) con el
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Figura 6. Continuacidn.

nismo eluyente, colectdndose fracciones de 2 ml, a cada
una de las cuales se le midid la A a 260 nm con el mismo
solvente como blanco. Be. Elucidén de azdcares y de Hx,.
Para cada una de las fracciones mostradas en la Fig. 6.A
se midid colorimétricamente tanto el contenido de Hx (+ 3
método del FeClJ) como el de azdcar (e; reaccidn con an-—
trona). Las conversiones a Fmoles de Hx o de azidcar se hi
cieron con base en curvas estdndar adecuadas (pdgs. 9% y
100 ). Esto mismo se hizo para la cuantificacidén por UV (0
usando las A a 620 nm de la Fig. 6.A correspondientes al
pico del DIMBOA-Gle. C. Elucidn de FeCly + EDTA. Un2 alf
cuota de FeClB, eluido desde una columna de SP-Sephadex-—
Fe(III), se traté de un modo similar al del DIMBOA-Glc,
seglin se describe en la parte A precedente (ver pdg. 81).



y 464 ml de elucidn y un pico aislado con mdximo en los
614 mle. En la Fig. 6.B se muestra el contenido de azlcar
determinado por la A a 620 nm y €l de DIMBOA-Glc, calcula
do desde las A a 590 nm, esf como desde las obtenidas a
260 nm y que corresponden 21 pico aislado (614 ml);
célculos se basaron en las curvas estdndares pertinentes
(seccidn 5.3 pdg. 97). De la misma ilustracidén se des —
prende que eluyeron 57 mg del glucésido en el pico mos -
trado. En otros experimentos se eluyeron sobre 150 mg del
Hx con igual resolucidn. En la Fig. 6.B también se obser
va que las fracciones que contienen azldcer (mdximo en los
614 ml de elucidbn) son las dnicas en que hay dcidos hi-
droxdmicos (el mismo méximo) y en cantidades equimolares,
indicando que el glucésido estd formado por 1 molécule de
Hx y 1 de azdcar; ademds, prdcticamente no hay conta 2ming
cidén de otros compuestos (€ 1 % segin Azeo)e FPor otro la

05 parcialmente (conmg

(-5,.

doy los 2 grandes picos sobrepues
ximos en los 433 y 464 ml de elucién; Fige. 6.A) corres -
ponden & una banda roja y a una amarilla, respectivamen—
te; entre los componentes de estes bandas no hay Hx ni a
zicares (Fige 6+4B).

Finalmente, se Jjuntaron las fracclones que contcnian

gcidos hidroxdmicos (y azdcar) y s

{n
D

extrajeron con n-buta
nol. Las fases orgdnices se evaporaron a sequedad, obte—

iéndose un polvo blanco que se identificd como 2-(2,4-—

dihidroxi-7-metoxi-1,4-benzoxazin-3—ona)- B ~D-glucopire

nésido (DIMBOA-Glcj; ver seccidn 4., pdg. 83).
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La cromatografia de afinidad a través de SP-Sephadex-—
Fe(III) fue descrita por Corbetty Chipko (1978) como apta
pera purificar el dcido hidroxdmico andlogo del cloramfe-—
nicol, usando la propieded quelente de ese dcido; para e-—
llo, hicieron paser el £cido hidroxdmico impuro por una cQ
lumna de SP-Sephadex-Fe(III), la lavaron y luego eluyeron
¢1(los) complejds) Fe(Hx)n , €1(los) cual(es) deshicie -
ron reduciendo el Fe(III) a Fe(II) con ditionito de sodio.
Se vio que el ditionito reacciona con DIMBOA, pues no se
obtiene el color azul en soluciones de esta aglucona (tra
tada con ditionito) con reactivo de FeClB. Debido a esto,
en el presente trabajo se utilizd EDTA para secuestrar el
Pe(III) desde los complejos Fe(DII‘»IBOA—-Glc)n "

La filtracidén por Sephadex G-10 fue descrite por Hof
men y Hofmenovd (1969) como un método para aislar y cuan-
tificar glucésidos de benzoxazinas. Sin embargo, no mues—
tren una separacidn total de los componentes ni dan valo-—
res acerce de las centidades de cada glucédsido eluido de
la columna analitica utilizada. Posteriormente, Thompson
et al. (1970) obtuvieron un perfil de elucibén parecido. &n
este trabajo se ocupd una columna de Sephadex G-10 més re
solutiva y de mayor capacidad (70 e 4yl cm), obteniéndose
un pico aislado correspondiente al DIMBOA-Glec, cuyo conte
nido excede los 100 mg por cada elucién.

El rendimiento logrado con la metodologfa aqui utili

zada fue de 1,331 g de glucésido desde 1 Kg de TF y corres
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ponde aproximadamente a un 70 % del contenido original
existente en la planta, determinado como DIMBOA por el mé
todo del FeClj, (Zd4fiiga, 1982). E1 DIMBOA-Glc asf obtenido
fue el que se usé en los experimentos descritos mds a -

delante.

3.4e Identificacidn de algunos picos del perfil deelucidn

obtenido del Sephadex G-10

Se montd una columna de SP-Sephadex en su forme férri
ca (pég. 72), se lavé con 590 ml de metanol : agua = 1 : 3
(65 ml/h) y se eluyd con el mismo solvente saturado con
NaCl (33 ml/h); se colectd la porcidén entre los 306 y los
464 ml de elucidn, correspondiente 2 parte del volumen en
que apareclz el glucésido. A tal porcidén (color café roji
zo, pH1,6) se le agregaron 12 ml de EDTA 0,94 M (pH 8,6),
subilendo el pH del eluido hasta 3,0 y desapareciendo su
color (quedd amarillo pdlido). Luego se le adicionaron 3,6
ml de NaOH 2 N, hasta llevar la solucidén & pH 7,0 (quedd
roja); €sta se concentrd bajo vecfo en el evaporador ro-
tatorio a 35 ° durante 1 h, obteniéndose 13,2 ml de un 11
quido viscoso rojo oscuro, del cual precipiteron 2 g de
cristales (NaCl probablemente). Una alfcuota (5 ml) se
filtré y se¢ sembré en la columna de Sephadex G-10 (pdg.73)
y se eluyd con agua saturada con cloroformo. Aparecieron
les bendas roje y amarilla observadas durante la elucidn

del DINMBOA-Glc. Se colectaron fracciones del mismo modo
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que para la elucibén de este compuesto. A cada porcidn se
le midid la A a 260 nme E1 perfil de elucidén se muestra
en la Fige. 6.C. Se observa que hay sélo dos mdximos noto-
rios: en los 427 y 475 ml de elucidn.

Por lo tanto, las bandas roja y amarilla correspon -
den a complejos Fe—-EDTA formados durante el desplazamien—
to del ién férrico desde su complejo glucosidico. Ademés,
el pico cuyo mdximo estd en los 614 ml de elucidén corres—
ponde exclusivamente el DINBOA-Glc. En experimentos en que
las fracciones eluidas desde lz columna de SP-Sephadex -
Fe(III) se juntaban segln sus tonalidades (todas azules)
y se trataeban (mezcla con EDTA, neutralizacidén y concen—
tracién) y se filtraban a través del Sephadex G-10 sevara
damente, podfa detecterse un pico pequefio, anterior al del
DIMBOA-Glc, con mdximo en los 596 ml y cuya &rea bajo la
curve del perfil de elucién representaba menos del 3 % del
drea perteneciente al glucdsido de DINMBOA, pero esto sélo
ocurria en el caso de les frecciones hidroxémicas que pri
mero eluian desde el gel de intercambio idnico. Probeble-
mente ese Hx minoriterio corresponde al DIBOA-Glc (Hofmen
v Hofmanovd, 1969), aun cuando Zddiga (1982) no detectd

DIBOA en la variedad de mafz aqui utilizada.



4. Caracterizacidén espectrosclpica del DIMBOA-Glc

Lele. Espectro ultraviolete

Se disolvié DIMBOA-Glc en agua y en un Shimadzu UV

e
Y o
L L g

240 se obtuvieron los espectros que se observan en 12
7, correspondientes a distintas concentraciones del Hx. A
concentraciones de = 25 uM se observa un mdximo (M) en los
270 nm ( € = 9.083), un hombro en los 285 nm y un minimo

en los 238 nme Este espectro concuerda con los publicados
por Wahlroos y Virtanen (1959; Aogx = 270 nmy A

282 — 283 nm, A 237 nm, en agua) y por Gahagan y Mum

min

ma (19673 X = 270 nm,

Wy 290 nm’x‘min = 241 nm).

Ahombro
AdemZs, en la Fig. 7 se puede apreciar que el espectro cam
bia su forma a medida que veria la concentracidén del IIMBOA-
Glc: i) si las soluciones absorben menos de 0,2 A (< 22
W), el mdximo M se corre a una menor X a medida que decre
ce la concentracidn del Hx, llegando a los 261 nm (1 ull);
ii) cuando las soluciones absorben mfs de 0,3 4 (> 55 ul),
el hombro (285 nm) pasa a ser el ndximo, en tento que el
méximo M se reduce a un hombro, acentudndose més esta va-
riacidén al aumenter la concentracidn del glucésido, lo cuzl
conlleva que €l e,,, vaya disminuyendo (seccidn 5¢l., pég.
98). Usando agua saturada con cloroformo como solvente, se
observaron cambios espectrales similares. Todzs estzs va-
riaciones son més notorias a A > 0,2 (>20 uM) y <1,5 (<

170 pM), 1o cual sugiere posibles cambios en la solvata -
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Absorbancia
o

0

200
Longitud de onda (nm)

Figura 7. Espectros de absorcidn del DIMBOA-Glc en el ran

go de luz ultravioleta,

Se disolvié DIMBOA-Glc en agua y se diluyeron

iso
diferentes alfcuotas en el mismo solvente, obteniéndose
n

los espectro un Shimadzu UV 240. a: espectro con DIMBOA-

0]
[0]

Glc 26,6 PM; b: espectro sin el Hx.
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cidén de los diversos grupos funcionales del Hx, zasi como
también la posibilidad de interacciones entre las molécu—
las del soluto, como la formecién de dimeros, por ejemplo
(Bravo, H. Re., com. pers.), o la constitucidén de agrega -
dos moleculares semajendo pilas de monedas (Tipton et al.,
1971). Ademds, estas variaciones espectrales se deberlan
considerar en experimentos de cuentificacidén por UV del
DINBOA-Glc, puesto que los € a una A dada se modifican con
los cambios en las concentraciones del Hx (seccidn 5.1.,

pég. 98).
Le2+. Espectro infrarrojo del DIMBOA-Glc

Se formd una pastilla con 1 mg de DIMBOA-Glc en KBr
y mediante un Perkin Elmer 700 se obtuvo el espectro que
se ve en la Fige. 8. Se aprecia buena concordancia con el
obtenido para la aglucona (Fig. 4), aunque la banda co -
rresvondiente al estiramiento del grupo carbonilo es més
ancha y aparece a menor frecuencia (1.640 cm_l) que en el
caso de la DINMBOA (1670 cm*l), probablemente por formacidn
de puentes de hidrégeno entre grupos hidroxilo de la glu-—
cosa y el oxigeno carbonilico. Gahagan y Mumma (1967) in-
formaron una frecuencia de absorcidn del carbonilo de 1.610
a 1640 om—l. E1l carbonilo de las benzoxazolinonas absorbe
fuertemente en los 1.700 a 1.800 om * (Hamilton et al.,
1962) y el del HMBOA-Glc lo hece en los 1680 omﬂl, por 1o

cual el DIMBOA-Glc no estarfa contaminado con €50S COmMPUES
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tos. Ademds, en la Fig. 8 se observa una gran banda a los
3400 = 3,500 cm“l correspondiente al estiramiento de 1los
OH del azdcar; la banda del OH hidroxdmico (alrededor de
los 3.300 om—l) aparece enmascarada por la absorcidn de e
sos hidroxilos. También se ve un pico en los 2.950 om"1 ,
al igual que para el caso de la DIMBOA, pero no aparecen
los md&ximos alrededor de los 2.800-2.900 om_l observados
en el caso de la DIBOA (Tipton et ale., 1967), lo cual in-

dicaria la ausencia de DIBOA-Glc como contaminante
4o3. Espectro de resonancia magnética nuclear

Se disolvid DINBOA-Glc en D,0 y en un Varian T 60 se

obtuvo el espectro cuyas absorciones aparecen sumarizadas

F_,J

en la Table IIIl., La distribucidén de picos es similar a2 la
reportada por Gahagan y Mumma (1967). En el espectro se pu
do apreciar una absorcidn amplia atribuible a los protones
del aszdocar, entre 5,8 y 7,0 1, observdndose un pico com—
plejo con mdximo en los 6,467 T (integracidn para 4 proto—
nes) y otros 2 superpuestos con el singlete del metoxilo
(6,27 T integracién para 5 protones totales). De acuer—
do con Gahagan y Mumma (1967), se puecde aseverar que: i)
la constante de acoplamiento (J = 8 cps) para la absor -
cidén del protdén del C ndmero 1 de la hexosa (doblete en
5,28 1) requiere que los protones de los C 1 y 2 sean trans
diaxiales, sugiriendo un B-D-glucopirandsido; ii) el corri

miento del protén del C ndmero 1 (5,28 1) es mds acorde con
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Tabla III. Correlacidn entre las absorciones de NMR y los
protones del DIMBOA~Glc.

TO y R AMANTC
N DE PROTONES  (pspRyACIONES

PROTON (POR INTEGRACION)

C =~ 2 Ly21 1

C =5 2,69 1 Doblete; J = 9

C -6 3,23 1 Multiplete™

CH;0 - B3 27 3

C - 8 3,38 1 Doblete; J = 2

£ o 13 5,28 - Doblete; J = 7
Azdcar  5,8-17,2 6 Absorcidén amplia

+, 4 : 4
Aun cuando se esperaba obtener un doblete de dobletes

con constantes J = 9 (originada por su acoplamiento con el
protén del C=5) y J = 2-3 (originada por su acoplamien—
to con el protén del C-8), debido a la baja resolucidn
del instrumento y a la superposicidén de estas sefiales con
aquéllas correspondientes al protén del C -8, sélo se pu—
do observar un multiplete.

At

No considerado porgue el doblete se superpuso con el sin
glete de los protones de los hidroxilo (del azdcar y del

agua contaminante).

El espectro de NMR pertinente se obtuvec en un Varian T
60 con DIMBOA-Glc disuelto en D,0.
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el de un B=D—glucopirandsido (5,50‘r) que con el de un o=
D-glucopirandsi do (5,96 1) (dltimos valores en dimetilsul
féxido)y iii) el corrimiento 2 un campo mds bajo que eles
perado para un B—glicdsido indica que el protdén estd des—
cubierto, probablemente por su estrecha proximidad al he-

terociclo.
Lhelhe Espectro de masas

Se dispuso una muestra sdélide de DIMBOA-~Glc directa-
mente en la cdmara de ionizacidn de un espectrdémetro de ma
sas Varian CH 7; el conjunto de sefieles obtenido se mues -
tra esquemdticamente en la Fig. 9. Lste espectro es simi-

lar al publicedo por Gahagan y Mumma (1967) para el glucd

Mo

sido (m/z = 373, 211, 196, 195, 193, 165, 150, 136, 122 ,
106, 94, 80, 78, 67), a la vez que los picos correspon -
dientes a los fragmentos de la aglucona (mismos m/z € 211)
concuerdan con los ya reportados (Hamilton et al., 1962;
Klun et al., 1970; Corcuera, 1974 y Woodward, 1975), asi
como con aquellos picos producidos por la benzoxazolinona
(mismos m/z 4 165; Corcuera, 1974; Woodward, 1975).

En las condiciones utilizades, el ién molecular (m/z
= 373) se observd con una intensided <2 % relativa al pi
co base, posiblemente debido a la baja volatilidad del glu
c8sido. Su espectro indica que este compuesto probablemen
te se fragmenta en una porcidn heteroclclica (m/z = 195 y

211) y en una porcidn de azdcar (m/z = 179). EL heteroci-
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clo parece degradarse via la benzoxazolinona MBOA (m/z =
165)« E1 pico base (m/z = 60) corresponderfa a grupos de
férmula <CH20>2’ provenientes del azlcar mediante 4 posi-
bles formas de fragmentacidn, dando esto cuenta de la al-
ta intensidad relative. la férmula para la porcidn del pi

co base es apoyada por las seflales acompaiantes de menor

0

m/z (59, 58 y 57), debidas posiblemente a pérdidas de H.

Le5e Espectro visible del complejo formado por DIMBOA-Glc

con FeCl
3
Se disolvié DIMBOA-Glec en reactivo de FeCl, (pdg. 68)
vy la mezcle se tornd de color azul intenso. Mediante un

Shimadzu UV 240 se obtuvieron los espectros mostrados en

1 4p]

la Fige 10. Se aprecia que lez absorbancia es mdxima en los
580 nm ( € = 1.332) y que prdcticamente no hay diferencieas
en la faorma de las curvas ante distintas concentraciones

del Hx.

L.6, Espectro visible de los productos de reaccidn entre

DINMBOA-Glc y antrona

4.6.1. Reaccidn del DIMBOA-Glc con la antrona

Para formar compuestos coloreados, la antrona debe
reaccionar con los grupos reductores de los azlcares @ﬁsdm,
1962), por lo cual es necesario hidrolizer previemente el
DI.BOA-Glc. Por otro lado, dade la inestabilidad de le a—
glucona liberada (DIMBOA), es probable que las condicio -

nes drésticas para la hidrélisis del glucdsido (alte t °,
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"igura 10. Espectros del DIMBOA-Glc en el rango de luz

visible con reactivo de FeCl,.
-
de FeCl, (pdg.

el mismo reacti

Se disolvié el Hx en reactivo

68) y los espectros se obtuvieron contra

concentraciones
5

2 del DIMBOA-Glc en 1a

vo como blanco. Las
mezcla colorimétrica fueron 0,555 mif (a) y 0,306 mi (D).
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bajo pH) permitan una rdpida descomposicidn de la agluco-—
na, lo cual podrfa afectar las mediciones. Por esto, se
siguldé previamente el progreso de le reaccidén a 95 ° en=-
tre DIMBOA-Glc y reactivo fresco de antrona (200 mg de an

trona disuelta en 100 ml de H 804). Se observaron grandes

2
cambios espectrales (Fig. 11): el compuesto color verde
conformado por la glucosa y la antrona se va degradando
y aparece(n) algin(os) producto(s) que absorben) meyormen
te en los 510 = 490 y en los 550 -~ 540 nm y que interfie-
re(n) notoriamente con la Ag¢,o mds alld de 20 min de reag
cién; tembién el reactivo mismo se descompone, absorbien—
do cada vez mds en los 425 nm. Ademéds, se vieron variacig
nes en el €4,, al transcurrir el tiempo (Figs. 11 y 12).
A peser que la incubacidén entre 4 y 5 min es muy varieble
en cuanto al factor tiempo (Fig. 12) y a pesar que el €s290
es el mdximo (Fig. 11) y, por ende, el mds variable en va
lores absolutos, el tiempo de incubacidn usado fue de 5
min, pue se tiene mayor resolucidén y una pequefia interfe—
rencia de las bandas de absorcidén a menor * (Fig. 11).
4e.6.2s Comparacidn con el espectro de glucosa con antrona
En tubos con 1 ml de agua, se disolvidé glucosa o
DIMBOA=Glec y se agregd 2 ml de reactivo fresco de antrona.
La mezcla se incubd de inmediato a 95 ° por 5 min, adqui-
riendo un color verde oscuroj; luego se enfrid en hielo hes
ta t ° ambiente, toméndose entonces los espectros pertiren

tes (no mostrados) mediante un Shimadzu UV 240. Como blan
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Figura 11. Espectros del DIMBOA~-Glc con reactivo de an-
trona en el rango de luz visible, a distin -
tos tiempos de reaccidne.

™

in tubos con 1 ml de
Glc en iguales

aousa Se
Ci &3 u«,\ v

se disolvidé DIMBOA~
cantidades y se les agregb 2 ml de reac—
tivo de antrona, colocdndolos inmediatamente e

QL
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Figura 1ll. Continuacidn.

a 95 °, excepto los tiempo cero, que se pusieron en hie-
lo hasta alcangzar la t° ambiente. BEn distintos momentos
(ndmeros en las grdficas, en min) se sacaron los tubos y
se enfriaron en hielo hasta alcanzar la t° ambiente, de-
termindndose entonces sus espectros en un Shimadzu UV 240
contra un blanco de tiempo cero constituido por agua (1
ml) y antrona (2 ml). E1 blanco a tiempo 58 min (B58) co
rresponde a agua (1 ml) con reactivo de antrona ( 2 ml )
incubado a 95 ° durante ese tiempo.
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Ag20

| i i !

los blancos

determinaron como se indica en la leyenda de la Fig

de cuyos es

]
pectros se han tomado alsunos de los puntos

& O o

i i
10 20 30 40 50 60
Tiempo (min)

Curva de progreso de la reaccidén colorimétri-
ca entre el DIMBOA-Glc y el reactivo de antro
na.

)

Esta ilustracidn fue confeccionada restando

- o~ " ] -1 5 A o 5 ~ Y i P A 4
respectivos a las A en los 620 nm. Estas A se
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co se usé agua (1 ml) mezclade con reactivo de antrona
(2 ml) y tratada como los demds tubos. Se vio que los es—
pectros de absorcidén de ambos compuestos en el rango de
luz visible son parecidos a uno de los mostrados en la
Fig. 11 (4 min): ambos presentan un mdximo intenso (e =
7.770) en los 625 nm, asi como otros dos mdximos menores
a longitudes de onda més bajas. Las pequeflas diferencias
espectrales observadas entre la glucosa y el glucésido se
rfan debidzs a la aglucona liberada por la hidrélisis dci
da. La DIIBOA da un color amarillo, y muy probeablemente se
descompone, al mezclarla con el reactivo de antrona. OSin
embargo, lo importante es que la aglucona précticamente
no interfiere en la banda de meyor absorcién por azldcares
(x

hidratos de carbono. Tampoco molesta la antrona descompues

e = 625 nm), la cual es usade para cuantificar estos
ta, pues €sta absorbe en los 425 y 410 nm (blanco en Fig.
11). Por otra parte, la concentracidén de azicar o de

DILBOA-Glc no afecta mayormente la forme del espectro (no

mostrado) .
5

5. Cuantificacidn del DIMBOA-Glc. Curvas de calibracidn

Para esto, se confeccionmaron curvas estdndar a las A

@
[

-~

cogidase En las grdfices de A Vs. Molaridad, para cada

>

estudiada, la pendiente representa el coeficiente de ex -
tincidén molar (€) y el intercepto en el eje de las orde -

nadas (AO) corresponde a la absorbencia sin soluto y debe
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ser igual e cero. Cada punto de las figuras representa el
promedio de 2 o 3 determinaciones. Las rectas fueron tra-

zadas por regresidén lineal.

5.1l. AbSorbancia ultravioleta del DIMBOA-Glc en agua satu

rada con cloroformo

Se dispusieron allcuotas de distinto volumen de una
solucidn ny4l o 107" del glucbsido y se llevaron a 1,00
ml con agua desionizada saturade con cloroformo. Luego se
leyé la A a 270 nm en un Shimadzu UV 240 con el mismo sol
vente como blanco. Se encontrd que a concentraciones bajas
(< 40 uM) se cumple la ley de Lambert-Beer, tanto en los
260 como en los 270 nm. Se obtuvo una recta cuyos pardme-—
tros de regresidén lineal son : € = 9,083; Aj = 0,0004 ¥y

r = 0,9997. Con agua sola como solvente, se hallé algo si
H-r0
miler. Wehlroos y Virtanen (1959b) informaron un K22

i

70

29,6 , que corresponderfa a un €270 = 8,786 (con base en

que ellos encontraron que la DIMBOA tiene un Kmdx = 34,7 5y
un & g = 10.300). Por otro lado, a medida que aumenta la
concentracidn del glucdsido, el € va disminuyendo notoria
mente, tanto en los 270 c¢omo en los 260 nm, fenbémeno que
fue previamente visualizado por los cembios espectrales o
curridos (Fig. 7). Estos resultados concuerdan con lo in-—
formado por Tipton et al. (1971), quienes observaron un hi

percromismo en la absorcién de una solucidn acuosa de 1la

DIMBOA en los 264 nme. Ellos encontraron una disminucidn de
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un 4,3 % en el €264 al cumentar la concentracidn desde 167

uil (A6 = 1,78) a 1.670 uM (A, = 17,03). No hicieron

64
lo equivalente con el glucésido. En el presente trabajose
hallé que el € de este compuesto disminufa en un 25 % apro
ximadamente al aumentar la concentracidn desde 111 a 444 yM

(= 1 a 3 unidades de A).
5.2¢ Curva estdndar del DIMBOA-Glc con reactivo de FeCl3

Se dispusieron diversas alicuotas de una solucidn a—
cuosa de DIMBOA-Glc 31,25 mM y se les agregd 3 ml de reag
tivo de FeCl3 (pdg. 68). Se hicieron los blancos adecua -
dos con alicuotas de agua y reactivo. Posteriormente se le
y6 la A contra agua de los tubos con y sin el Hx en los
590 nm en un Shimadzu UV 240. Se obtuvo una recta cuya

pendiente es €599 = 1le322; su intercepto es A, = - 0,016 y

0
su coeficiente de correlacidén es r = 0,9993. Hamilton
(19642), mediante un fotocolorimetro Klett (con filtro 59)
encontréd un mismo € para la aglucona y para el DIMBOA-Glc
con FeClB, aungque no reportd su velor. En el presente ca-
S0, Se observd que el €59, es similar al de la DILBOA (esso
= 1.313), aun cuando para el glucésido la Aogee = 980 nm
(Fig. 10) con un €4,, = 1.332. De manera que a pesar de
las diferencias en los espectros con FeCl3 del DINBOA-Glc
y de la DIMBOA (Figs. 5 y 10), las absortividades a 590 nm
son lo suficientemente parecidas (difieren 0,7 %) como pa

re cuantificar los Hx existentes en una mezcla de estos
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compuestos, haclendo la equivalencia ya sea al glucésido
o a la aglucona. En el primer caso, la recta (en los 590
am) es vdlida hasta al menos una concentracién de 1,9 mil
(2,5 A/cm) en el reactivo de Fe013; para la aglucona sir
ve a2l menos hasta 1,5 mM (pdg. 72). M4s adn, el parecido
entre los €,,, muestra que hay 1 molécula de Hx por cada

molécula de glucbsidoe.
53¢ DIMBOA-Glc y el reactivo de antrona

Diferentes cantidades conoocidas del glucdsido disuel
to en agua desionizada se diluyeron hasta 1 ml en el mig
mo solvente y se les agregd 2 ml del reactivo de antrona
(200 mg de antrona en 100 ml de H,50,; Dische, 1962) re—
cién preparado. Se calentaron a 95 ° por 5 min en un ba-
flo y se enfriaron en hielo haste temperatura ambiente.
Luego se leyd su A a 620 nm. Como blanco se usé agua des
ionizada tratada de igual manera que las muestras. En la
Fige. 13 esté la recta correspondiente, cuyos pardmetros
de regresidén lineal son €, = 7.701; Ay = 0,002 y r =
0,9990. Con glucosa se hizo lo mismo y los puntos respeg
tivos se muestran incluidos en la IMig. 1l3. En este caso
se obtuvieron los siguientes pardmetros: €5,, = 74575 ;
Ay = 0,008 y r = 0,9984, Se aprecia que en el caso de la
glucosa el €5,0 €5 un 1,6 % menor que en €l caso del glu
¢ésido, lo cual podrfa deberse a la influencia de la DIMBQA

liberada en la hidrdélisis como a los productos de su des—
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1 i i
0 01 0,2 0,3
Concentracion (mM)

Figura 13. Curvas de calibracidén de DIMBOA-Glc y de glu
cosa con reactivo de antrona.

Se disolvieron diversas cantidades de DINBOA-
Glec (©) o de glucosa (®) en 1 ml de agua y se les agregd
2 ml de reactivo de antrona fresco (200 mg de antrona di
suelta en 100 ml de H2304>’ calentdndose inmediatamente
en un bafio a 95 ° durante 5 min y enfridndose en hielo has
ta la t° ambiente. Se hicieron blancos con agua (1 ml)
tratada igual que las muestras. Luego se leyb la A a 620

nm de cada mezcla.
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composicién durante la reaccidén colorimétrica. La pequefia
diferencia observada y la pureza del DiMBOA—Glc (no estd

contaminado con DIMBOA ni con glucosa) le confieren vali-
dez a este método para euantificar el DIMBOA-Glc (y muy proba
blemente otros glucbsidos de benzoxazinas), a la vez que rati-
fica que el compuesto estudiado estd formado por sélo una mo—
1lécula de azdcar por cada molécula de Hx. Por otra parte, la

ley de Lambert—Beer se cumple hasta al menos 0,25 mM (A~1,9)
para la glucosa y 0,36 mM (A = 2,8) para el DIMBOA-Glc,

ambos compuestos disueltos en la mezcla colorimétrica. E1
alto € (> 7.500) otorga bastante sensibilidad en las me-

diciones.

B. ESTUDIOS CUANTITATIVOS DE Hx EN MAIZ LH Rinconada

En general, el material fresco utilizado en estos expe
rimentos se obtenfa del siguiente modo: se desinfectaban
cariépsides de mafz LH Rinconada con hipoclorito de sodio
comercial diluido a1 50 % en agua, durante 30 min; se la-
vaban con abundante agua potable y se enjuagaban con agua
destilada. Luego se ponian a germinar en bandejas plédsti-—
cas (300 frutos/bandeja), cubriendo completamente los gra
nos con vermiculita esterilizada (1 1lt/bandeja). Se agre-—
gaba ague destilada hasta la capacidad de campo del sus -
trato (400 ml/lt vermiculita). Las bandejas se¢ colocaban

en una estufa termorregulada a 28 * 1 °, en oscuridad to-—
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tal, o bien, en un invernadero a 28 * 2 °bajo luz conti -
nua provista por 3 ampolletas incandescentes (450 W) y 12
tubos fluorescentes (480 W), ubicados a 80 cm de la super
ficie del cultivo. Se regaban periddicamente con agua des
tilada, tratando de mantener al sustrato a su capacidad de

campoe
l. Recuperabilidad en las extracciones

Se necesitd determinear la concentracidén real de Hx exis
tente en la planta sobre la base de la cantidad (equivaleg
te a DIMBOA) que se extrae por el procedimiento general em
pleado. Ademds, se quiso saber la pérdida de Hx ocurrida
cn diversas etapas del método usado. Con estos fines, se

realizaron los experimentos que se describen a continuacidn:
lel. Recuperabilidad en la molienda de los tejidos

Aqui se pretendid determinar la proporcidn del total
de Hx que queda retenida en el residuo fibroso al filtrar
los tejidos molidos. Se cosecharon 3 muestras, de 10 g c¢/u,
de la parte aérea de plédntulas de 8 dfes de edad, cultive-
das como se describidé. A cada muestra se la sometid, por
separado, al tratamiento que se muestra en la Fig. 14 ¥
que a continuacidn se explica:
1° Los 6rgenos aéreos (10 g) se molieron en mortero con 2

ml de agua destilada. Los tellos y hojes molidos se fil

traron a trevés de lienzo mediante presidén dactilar. A
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la fase lfquida (filtrado A; 10 ml) se le agregd el a-

i

gua (5 ml) con que se lavd el mortero. ELl residuo séli
do (residuo A) se guardd en un congelador por 15 min.

-~

Bl filtrado A se extrajo 2 veces con iguales voldmenes

ro
Lo}

de é&ter. Las fases

(4]
“+

éreas combinades se evaporaron so
plando aire seco.

32 L1 residuo A se lavé en el mortero con 10 ml de agua
destilade y se filtré a través de un lienzo. Se obtuvo
asi un residuo B y un filtrado Bj; el mortero se enjua-—
g6 con 5 ml de agua destilade, que se agregé a2l filtra
do Be

42 E1 filtrado B se procesd igual que el A,

52 E1 resi

b

duo B se tratd igual que el A, obteniéndose un
filtrado C y un residuo C.

62 E1 filtrado C se procesd igucl que los anteriores y el
residuo C se elimind.

7¢ A cada uno de los remanentes resultantes de la evapora
cién de las fases etéreas se le agregd 5 ml de reacti-
vo de FeCly y se leyé su A a 590 nm en un espectrofotd
metro Beckman DU.

Los resultados logrados aparecen en la Tabla IV. De
ésta y de la Fig. 14 se deduce que la cantidad de Hx tota
les que queda en el residuo fibroso eliminado (residuo C)

es menos del 1,5 % del total que es susceptible de extra-

erse desde las pldntulas. La meyor A gque se obtiene si se



Tabla IVe Recuperabilidad de DIMBOA desde los tejidos
macerados de maiz.

FILTRADO FILTRADO FILTRADO TOTAL

A B C TEORICO™
mg de Hx
Hx en 1.360 296 74 L1872
Kg de TF
Extraccidén (como
% acumulado del 7746 16,6 hy2 98,7

total tedérico™)

TE1 total tedbrico se obtuvo sumando todos los valores de
concentracidén de Hx, tanto experimentales (los mostrados)
como extrapolados; €stos se obtuvieron dividiendo iterati

vamente la Ultima concentracidn de Hx por el cuociente (cu

s

yo promedio es 4,3) entre la concentracidén de Hx de un fil
trado y la del filtrado precedente.
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agrega etanol el moler los tejidos (pdg. 115) seria debida
a una extraccidn inicial mds eficiente de los Hx existen—
tes en las plédntulas, y no por causa de una extraccidén de
gdcidos unidos al residuo y no extrafbles con agua, puesto
ue levando el meterial fibroso remanente con agua se lo-—
gra extraer finalmente la misma (o una mayor) cantidad de
hidroxamatos que la que se obtiene incluso levando con €l

alcohole.

le2+ Recuperabilidad segin la cantidad de extracciones e-

téreas

Como la extraccidén con éter desde el filtrado no es
total, se hizo necesario averiguar cudnta cantided de dci
do hidroxdmico se recuperarfa en el proceso a seguir. Pa-
ra esto, se siguid un método iterativo: se molieron 5 g de
rlédntulas; se filtraron a través de lienzo mediante presidn
dactilar; se lavaron el mortero y el residuo (5 ml por 2
veces); el 1liquido de los lavados se agregb al filtrado;
el filtrado se extrajo 4 veces con éter dietflico (&ter :
extracto = 2 : 1; las fases etéreas se evaporaron y a cada
residuo se le agregd FeCl, (reactivo) y se leyb la A a 590
nm en un espectrofotdmetro Beckman DU. Todo este proceso
se efectud en triplicado. También se hizo lo mismo extra-—
yendo en proporciones de éter : extracto = 1,5 : 1y = 1,2
: 1 v/v. Los resultados pertinentes se muestran en la Table

V. Aqul se ve que la recuperabilidsd de DIMBOA, con 3 ex-
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tracciones etéreas en proporcidn de €ter : extracto acuo—

so =2 ¢ 1 v/v,es del 92 %. Con las demds proporciones, la

recuperabilidad fue de 88,5 y 81,7 %, respectivamente. Es

&

tos porcentajes de recuperabilidad no incluyen la pérdi-

da de Hx que podrfa ocurrir por le reaccidén de é€stos con
alguno(s) de los componentes del extracto, ya sean amino-—

dcidos, proteinzs, reductores, u otros compuestos. Tal pér
dida no he sido cuantificada, a2un cuando actualmente unc
.

puede aventurar que es menos del 1 %, considerando las

condiciones de le extraccidn; este afirmacidn es avalade

{:2,

por el hecho que a 28 °, la vida media de DIMBOA en medio

de cultivo bacterianc a pH 6,75 es 5,3 h (Woodward et al.,
19782) y en dieta para pulgones a pH 5,5 es = 50 h (Ar -
gandofie et al., 1982). Cabe sefialar que el extracto fil -

trado tiene un pH 5,6 y se baja a 3,0 con HCl en cuanto se

filtrado.

i
o

O

Por lo tanto, conforme a estos dos experimentos de re

cuperabilidad, todos los extractos ejecutados para la cuan
tificacibén se hicieron lavando con agua (por 2 veces, como
ya se describid) el residuo de la primera filtracidén y ex-
trayendo 3 veces con €ter (€ter : filtrado =2 : 1 v/v) 3
los valores de concentracidén de Hx obtenidos se corrigie-—

ron por €l porcentaje de recuperabilidad total

-
Q
<
w
}_}
(1
9

90,7 %, o sea, el 92,1 % del 98,5 % (92,1 por la extrac -

cibén etérea y 98,5 por lo que gueda en el residuo £ibroso).
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1.3. Recuperabilidad segin el tiempo conferido para la hi

drélisis del DIMBOA-Glc cn los extractos acuosos

Dade la inestabilidad de las agluconas hidroxémicaes
en solucién, se necesitd averiguer cudnto tiempo, desde
que se comienza a moler el tejido, es preciso para que to
dos los glucdsidos de £gcidos hidroxdmicossean hidroliza -
dos. Tembién se quiso saber la estequiometrifa de la reac—
cidén hidrolftica. Para cumplir estos objetivos, se cose -
charon pléntulas de 5 dfas de edad y se sometieron al si-
guiente procedimiento: Se pesaron 18 grupos de plé€ntules
de 4,0 g ¢/u, guerddndose en ¢l refrigerador los que no se
usaron inmediatamente. Cada grupo se molidé en mortero y se
dejé reposar un tiempo dedo, al cabo del cual se le bajé
el pH a 2,0 con HC1 37 % p/v. 1 tiempo minimo en moler
bien un grupo fue de 6 min, por lo cual fue &€ste el pri -
mer tiempo distinto de cero que se considerd. E1 tiempo O
se efectud moliendo las pldntulas en HC1 1 M, de modo que
el extracto no subié de pH 2,0 durante la molienda. Para
cada tiempo considerado, se hicieron tres repeticiones. De
cada extracto acuoso se tomaron 5 ml, los que se extraje-—
ron 3 veces con éter (éter : extracto =1 : 1 v/v. Las 3
feses etéreas se juntaron y evaporaron soplando aire Seco.
Por otro lado, se tomaron alfcuotas de los extractos acug
sos después de la separacién de fases con éter. A estas z

licuotas y al residuo etéreo se les agregd reactivo de



FeCl., y se leyd la A a 590 nm en un Beckman DU. Los resul
tedos se muestran en la Fig. 15, de donde se deduce, por

paerte, que la hidrdlisis de 1 mol de DIMBOA-Glec da lu
ger a 1 mol de DIMBOA, considerando que el €544 €S muy pa-—
recido para ambos Hx (pdg. 99 . Por otro lado, de la mis—
ma ilustracidn se desprende que el total del glucédsido es
hidrolizado en un tiempo menor que el requerido para la
molienda, de modo que no es necesario esperar tiempo adl
cional para extraer la aglucona como el que emplearon Reil
mann y Byerrum (1964), Tipton et al. (1967), Woodward et
al. (1978a; 1979b) y Gehagan y Mummz (1967); estos dlti -
mos dejaban reposar (30 min, © ° ambiente) el homogenizado

uralizacidn de

d’

con etanol al 60 % sin considerer la desna
las enzimas. De este modo, se puede evitar cierta descom-
posicidén de los Hx; de hecho, en 1 h se descompone més de
un 2 % de la DIMBOA en emortiguazdor succinato (pH 5,5) a
25 ° (VWoodward et al., 1978a); mds ain, solventes no acuo

505 y algunos compuestos naturalmente presentes en los ho

w

nogenizados (aminofcido s broteinas, reductores) aceleran
la degradacidn de la DIMBOA, como es el caso de la cistel

na (pége. 17635 Argandofia et al., 1982; Niemeyer et al.,

!

w

19823 Bravo et al., 1982). Sin embargo, en esta tesis no
se cuantificé la pérdide de todas las etapas involucrades
en el procedimiento usado, como la desaparicidn de Hx de-

bida a su posible degradacidn en los pasos que van desde

la homogenizacidén de los tejidos hasta las extracciones e

v
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Figura 15. Hidrdélisis enzimdtice del DIMBOA-Glc en ex —
tractos acuosos de meiz LH Rinconada.

Se molieron pldntulas etioladas de 5 dfas de
edad y, a los tiempos seiflalados, se bajé 2 2,0 el pH del
extracto acuoso, se extrajo con éter y se determind 1la
concentracidén de Hx en ambas fases por el método delE%ClT
Se supuso que précticamente todo el glucédsido (@) quedaQ'
ba en 1la fase acuosa, en tanto que la aglucona (o)) pasa
ba a la fase etérea. E1 tiempo cero se realizd moliendo
con HCL 1 M, de modo que el pH del extracto no subié de
240s Cada punto del grdfico representa el promedio de 3

réplicas £ 1 error estédndar.
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téreas. Un experimento que permitirfa obtener la recupera
bilidad de Hx con el método de extraccidn empleado, serie
el de agregar distintas cantidades de DILMBOA a varias por
ciones del tejido fresco usado y cuantificar los Hx encon
trados, de manera que, mediante regresidén lineal, sea po—

sible obtener el porcentaje de recuperabilidad del glucé—

sido total (%reoup = pendiente o 100) y la cantidad de Hx
existente en la planta (Hx . = Intercepto Wiﬂll_ ).
planta Precup

A partir de este método uno puede llegar a saber con mis
precisién cudnta DIKMBOA se descompone durante la extrac-—
cién (aunque las plédntulas de maiz contienen Hx), midien
do la cinética de degradacidén de lz DIMBOA en el extracto,
ya que se conoceriae la cantidad de Hx que existe en la plan
ta. Por otro lado, si bien este procedimiento para deter—
minar la recuperabilidad permite une muy buena aproxima -
cidén a la cantidad real de Hx existente en las plantes
(pues el intercepto y le pendiente se determinan por regre
sién lineal), es mds costoso (se necesita DIMBOA purifica
da) y serfa mds lento (se precisarfan mds de 3 determina-

ciones) que la técnicea utilizada en el presente trabajo.

Por lo tanto, concorde con los experimentos de recu-
perabilidad, por el método aqul empleado se puede cuanti-
ficar la concentracidn de Hx en las pldntulas con buenos
rendimientos y en poco tiempo. Ademés, con este procedi -

mie nt o cuantitativo se obtiene buena precisidn, pues las
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réplicas (en triplicado) arrojan valores cuyo error estdn
dar, en general, no excede el 5 %, lo cual es poco noto -
rio ante les variaciones de los tratamientos experimenta-

les realizedos.

2. Extraccidn y medicidén de Hx

Les muestres se obtuvieron ya sea cosechando porciones
de las pléntulas cultivades adecuadamente, o blen usando
directamentc los frutos. Cada muestra (5 o 10 g de TIF) se
molid en un mortero (agregando iguel masa de agua enel ca
so de los frutos no germinados) y se filtrd 2 veces segin
lo descrito (pédg.109). Los filtrados se juntaron y se ba
36 el pH a 3,0 con HC1 37 % p/v. Bl total (o una alicuota
se centrifugbd & 1.000g por 10 min y se extrajo 3 veces
con €ter (€ter : extracto =2 : 1 v/v). las 3 fases eté -
reas se Jjuntaron en un frasco oscuro y se evaporaron So -
nlando aire seco. Al remanente viscoso se le agregd 3 ml
de reactivo de FeCl3 y a la solucidn resultente se le de-
termind la A a 590 nm en un espectrofotémetro Beckman DU.

, . mg de DINMBOA .
Las A obtenidas se transformaron a —L& = ; e Iin

590 p .
Kg de TIF
todos los experimentos se trabejé en semloscuridad y las

-

soluciones con DIMBOA se mantuvieron a menos de 5 ° . Cada
ensayo se efectud en triplicado.
Al seguir otros métodos de extraccidn alternativos al

empleado, se observd que:

|
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i)

ton et al., 1962), y luego de filtrar no

siduo fibroso, se obtenia uns me

el alcohol. Sin embargo, el

mayor deg

engorroso (se formaban emulsiones y habia may

ded entre las repeticiones). Por

el tejido residual
sélo con

ii) Si al moler agua

tembién aparecian emulsiones con
formaban precipitados al agregar
otro lado, la cantidad de DIMBOA

acuosos a pH 5,6 es

a pH 3,0. Ademés, la degradacidn

10 veces al bajar el pH a 3,0

Niemeyer et al., 1982). Por todo

nuir el pH del extracto, aun cuando en

obtuvo une variabilidad mayor,
Por otra parte, el que se

base en una

Si el moler los tejidos se agregaba etanol (Ha

radacién de DIMBOA), costoso (se

usando ague sol

cuantifique los

115

mil-

se lavabe el re-—

yor lectura de A que sin
proceso era largo (conllevaba
usaba alcohol) y

or variabili
esto, se prefirid lavar
amente.

no se disminula el pH ,

[N

el éter, a la vez que se

reactivo de FeClS.Ebr

que se saca con €ter des

la misma que la extredide
de le DINMBOA decrece més
(Woodwerd et al., 1978a;

esto, se

pero no significativa.

Hx totales con

curva de calibracidn realizeda con DINBOA pu-—

ra no es una aproximacidn muy gruesa, ya que tanto Klun y

Robinson (1969;

ward et al. (1979b; 15 variedades), demostr

gran proporcidn (2 90 % y 85
Hx existentes

tos Ultimos

5 variedades), como

%, respectivamente) de

en malz corresponde

Woodward (1975) y Viood
ron que une

q
105

a DIMBOA. lM4s atn, cs -

autores encontraron, en pldntulas de 7 dfas,
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una relacidn directa = 1 : 1 entre la DIMBOA determinade
por GLC y los Hx totales determinados por el método del
FeCl3 (pdg. 68). Sin embargo, ellos especifican que este
Ultimo procedimiento no proveeria una estimacidn segura

del contenido de DIMBOA en mafz en todos los estados del
desarrollo de la planta, basados en que las cantidades re

latives de DIBOA, DIMBOA y DIMZBOA son mucho mas varia -
bles en individuos de mds edad. Pero para todes las de -
terminaciones efectuadas en esta tesis, sélo se usaron
pldntulas (de no més de 12 dfas de edad). Sin embargo,
en plantas de maiz De Kalb XL 335, las concentraciones

de DIBOA serlan meyores o menores que las de DIMBOA se -

gdn la temperatura de cultivo (Thompson et gl., 1970).

I, ; FeC R
llas, Zdfiige (1982) establecid que el €5§013 de la DIBOA

es s6lo un 5,6 % mds alto que el de la DIMBOA: 1.326 y
l.256, respectivamente. Estos valores relativos, que caen
dentro del error de medicidén en diferentes espectrofotd-
metros, concuerdan con lo reportado por Woodward et al.
(1979b), quienes encontraron menos Hx por el método del
FeCl3 que por el de GLC en plantas con menor proporcidn

de DIBOA relativae a la de DIMBOA (pdg. 18).
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Co EFECTOS DE Hx Y DERIVADOS SOBRE LA FASE LUMINICA DE LA
FOTOSINTESIS

Todos estos experimentos se hicieron adicionando solu—
ciones concentradas (generalmente 500 mll) de los compues—
tos en estudio (BOA, MBOA y DILBOA disueltos en dimetil—
sulféxido; DIMBOA-Glc disuelto en agua), inmediatamente
antes de agregar los cloroplastos o las preparaclones en—
ziméticas al medio de reaccidn (salvo expresas excepcio -
nes)e. Ademéds, en algunos experimentos, junto con colocax
tales compuestos, se agregd un exceso equimolar de Mg012
o de CaCl,. las mediciones de las actividades fotofosfori

lentes y ATP€sicas se hicieron en duplicado.
l. Preparacidén de cloroplastos clase II

Los tilacoides se aislaban desde hojas frescas de espi

neca (Spinacia oleracea L.) adquiridaes en el mercado. E1

procedimiento utilizado (Ravizzini et al., 1977) consiste
en que: se iluminan hojas sin nervadura gruesa (unos 50 g)
durante % h en agua corriente; se lavan con agua destilada
y se muelen, dursnte 15 seg y en frlo, con una juguera co
mercial que contiene 40 ml de medio STM (sacarosa 250 mil;
Tris-HC1 20 mM, pH 7,8 y MgCl, 5 mM) 3 el homogenizado se
filtra a2 trevés de un lienzo fino, por presidén dactiler ;
el filtrado se centrifuge a 5.900 g durante 1 min, & 0 °;

¢l precipitado se resuspende, mediante un pincel, en 4 ml
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de medio STW; esta suspensidén se mantiene en hielo y oscu
ridad, hasta su uso; se determina el contenido de clorofi
la, segin el método de Whatley y Arnon (1963), para lo cual
se mezclan 20 pl de la suspensién con 4 ml de acetonz @ a
gua = 4 : 1, se centrifuge y se lee la A del 1fquido sobrenadante
a 652 nm; el velor obtenido se multiplica por el fector
5,8 y se obtiene, dircctemente, le concentracibn en mg de
clorofila / ml de suspensién.

Debido 21 rudo procedimiento que se emplea, los cloro-
plestos resultan con sus membranas envolventes destruides,
por lo cuel queda une suspensidn de tilacoides y de grana

que corresponden a los cloroplastos clase I1I.
2. Fotofosforilaciones

Lo sintesis de ATP se determind en el mismo medio usa-—
do pora la resuspensidén de los cloroplastos (medio STil) ,
con la adicidén de ADP 2 mil, fosfato de potasio 3 mil y 10
cpn de *?P, concentraciones veriables de los inhibidores
e ensayar, y ya sea m-sulfeto de fenazina 50 ull (PPO cf -
clica), o bien, metil violégeno (MV) 100 ull y azida de so
dio 500 uM (PPO no cficlica). Por ccda tubo de enseyo se u
saron cloroplastos equivalentes e 10 ng de clorofila.

Las reaccilones se lleveron a cabo en 1 ml de volumen
total por tubo, a 25 °, en oscuridad o con luz saturante

e

provista por una ldmpara de helébgeno de 500 We. Las sinte-
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sis de ATP se dinicilaron al agregar los cloroplastos al me
dio de pruebe y se detuvieron después de 2 min mediante el
comple jamiento selectivo del Pi como fosfomolibdato de tri
etilamina <P1M02TEA3>; para esto se agregé 1 ml por tubo
de un reactivo precipitante (Sagino y Niyoshi, 1964) gque
contenia molibdato de amonio 12 ml, trietilamina 0,97 N ¥y
£ocido perclérico 18 mM. Luego se centrifugeron los tubos
a 1500 g por 15 mine Dﬂ,lﬁpiwasmﬁfmxmﬁu;Gznm) se tomaron

=
1

alicuotas de 0,5 ml, las que se depositaron en frascos

O

blancos de pldstico que contenian 10 ml de ague destilade
¢/u. Las opm del *2P incorporado en el ATP se obtuvieron

en un contedor de centelleo liquido Beckman LS-233.
3. Transporte de electrones

Bl transporte de electrones que ocurre en cloroplastos
clase II desde el ague hasta el LIV fue medido como consu—
mo de 02 con un electrodo Clark y un oxigrafo Gilson. Tal
consumo de oxIgeno estd relacionado estequiométricamente
1l : 1 con le liberacidn de QE desde el agua por los tila-
coides (fotélisis del agua).

Cada ensayo se hizo en 1,5 ml de volumen total, a 15 °.
51 medio de reaccidén usado contiene sacarosa 100 ml, Tri
cine-NaOH 25 mM (pH 8,0), NaCl 10 ml, MgC12 5 mi, NaN., 1
mbl, MV 100 uM y cloroplastos equivelentes a 60 pg de cloro

fila. Ademds, al medio de reaccidn se le agregd ATP 150 ul
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y 800 ug de tripsinaj; cumplidos 10 min, se agregd un inhi
bidor de la tripsina disuelto en agua (1,6 mg/ml de medio
de activecidn).

La reaccidn enzimdtica se realizé durante 10 min e 37°
con luz ambiente, transfiriendo alicuotes de 0,1 ml del me
dio con la ATPasa activada, a 0,9 ml de un medio de reac-

ci6n [Tris—HCl 40 mM (pH 8,0), CaCl, 5 mil y ATP 5 ml\/:] La

2
reaccidén se detuvo adicionando 1 ml de TCA 0,5 N. La sus—
pensidn resultante se dejé en hielo.

Para le medicidén del Pi liberado se usaron las recomen
daciones hechas por Taussky y Shorr (1953). Para ello, ca
de muestra obtenide en el paso precedente se centrifugd y
el 1lfquido sobrenadante se mezcld con 1ml de reactivo colorante

(que contenfe molibdato de amonio 1,6 % p/v, H,50, 1,0 Ny

i
I“eSObr % p/v), manteniéndose en hielo. Luego, el color
ezul del &cido fosfomolibdico reducido se desarrolld du -
rante 2,25 min a 37 °, o bien, durante 8 min a temperatu-—
rea ambiente, y luego se leyé la A de cade solucidn a 740
nm, A a la cual 1 umol de Pi en 3 ml absorbe 1,17 + 0,03

unidades.
5. Actividad ATP4sica dependiente del Ca’™ en CFl soluble

Se obtuvo CFl purificado desde espinacas segun se ha
descrito (Lien y Racker, 1971). Por electroforesis, reall
zada en geles de poliacrilamida, se encontrd que la pure-

za de la enzima fue 2l menos de un 95 %. lLa cuantificacidn
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del factor acoplante se determiné como proteina total por
colorimetria métodos de Lowry et al. (1951) o del azul de
S (Spector, 1978) , usando a2lbumina de suero de Lo
vino (BSA) como estdndar y corrigicndo por los factores a
proplados, pues diferentes preparaciones proteicas tienen
. cepacidad de unidn con les tinturass (Viale et zl.,
1981). E1 CFl se almeacenaba insolubilizado con sulfato de
amonio, a 5 °. Para activer la ATPasa se centrifugaban
(por 3 min en una centrifuge Eppendorf 3200) alfcuotas s
ficientes y el precipitado se disolvia en el medio de ac~—
tivacidn adecuado, determindndose el contenido proteico.
Las activaciones por celor y por tripsina se basaronen
los métodos de Lien y Racker (1971). La efectuada por DTE
se realizé de acuerdo a le técnica de Arana y Vallejos
(1982).
Las reacciones se llevaban a cabo en tubos con 1 ml de

un medio de reaccién (MR) iddéneo, durante 5 2 10 min, 2

6]
Q
]
—
«
Fjj
48}
o
o+
E,J

37 * 0,42 °; se iniciaban agregando alicuota
vado a los tubos preincubados por 20 seg a tal temperatu-—
ra. La hidrélisis enzimé&tica del ATP se detenia adicionan
do 1 ml de TCA 0,5 N 21 MR, no observdndose precipitecidn.

-

05 tubos se llevaban entonces 21 hielo. Para los blancos

i

se procedfe igual, sélo que la enzima se agregabe después
del TCA.

La medicidn del Pi liberado en cada ensayo se efectud
agregando 1 ml de reactivo colorante y procediendo como se

explica precedentemente (pdg. 121).
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Con experimentos cinéticos se demostr§ que la reaccidn
ATP4sica es lineal e 37 ° por lo menos durante 15 min con
L

: 1 : : T .
Ca” "=ATP 5 mi y por mds de 8 min con Ca "-ATP 0,4 mll.

5e¢le CFl activado por calor

B1 medio de activacidn [%ris—HCl 40 mM (pH 8,0),EDTA
2 mii, ATP 40 mM y 100 ug de CFl/m%] se calent$ répidamen—
te hasta 63 °en un bafio; a los 4 min se enfrié con agua co
rriente, menteniéndose despu€s a temperatura ambiente. La
reaccidén ATP4sica se inicié transfiriendo alicuotas de 50
ul del medio con CFl activado, & 950 pl de MR [Tris~HCliu)

mit (pHd 8,0), ATP 5 mil y CaCl, 5 mﬂ,

5.2 CF,
1

activado por tripsina

Se prepard una solucidn (400 ul) conformada por Tri
cine-NaOH 40 mM (pH 8,0), EDTA 2 mil, ATP 1 mM y 200 ng de
CFl ; la activacidn se inicié agregendo 10 ug de tripsi-
na y, al cumplirse 20 min a 25 °, se detuvo adicionando 80
ug de un inhibidor de la tripsina disuelto en 20 ml de una
solucién de Tris-HC1l 100 mM, pH 8,6. La reaccidén (10 min)
se inicid agregando alicuotas de Y,5 ml del medio con el
CFl activado, a tubos con 0,5 ml de una solucidn acuosa
conformada por CaCl2 10 mM y ATP 10 mil.

5.3 CF{ activado por reactivos de Cleland (CF1+)

Se activaba enzime suficiente pesra cade experimento,

concorde con el método descrito por Arana y Vallejos (1982).
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E1 medio de activacidn [?ricine—NaOH 40 mM (pH 8,0}, DTE
o DT 50 mi, EDTA 2 mM y 1 a 2 mg de CFl/ m{] se incubaba
durante 2 a 3 h a 25 ° (con luz ambiente), llevdndose a cza
bo la modificacidn de la enzima al eliminar el reactivo
de Cleland mediante lz técnica de filtracidn rdpida por
centrifugacién (Penefsky, 1977; pdg. 125), determindndose
posteriormente €l contenido de pro*e{nas en el eluido de
acuerdo con los métodos de Lowry et 2l.(1951) o del azul
de Coomassie (Spector, 1978; pdg. 125).

La reaccidén de hidrdélisis del ATP se iniciaba colo -
cando alfcuotas del eluido (con 1,5 a 5 ug de CFl) en 1ml
de IR [%ricine—NaOH 40 mM (pH 8,0), ATP 5 mil y CaC12 5 néﬂ
y se detenie luego de tiempos fijos entre 5 y 8 mine. Ulte
riormente se determinaba el Pi liverado segln se descri-

bié (pég. 121).

6. Determinacién de proteinas
6.1. Método de Lowry modificado

Se prepard unz solucibdn patrén de BSA (1,018 mg/ml),
cuya concentracidén de vproteinas se determind espectrofoto
métricamente (€,,4 = 6467 para une solucidén 1 % p/ve. En
tubos de ensayo se colocaron muestras de BSA (10 — 100 yug
de protefnes), de CFy (incégnitas), o nada (blancos) y se
lleveron a 0,6 ml con agua destileda, se les agregd 3 ml
de meszcla cuvroalcaline (N32C03 2 % en NaOH 0,1 N, CuSO,

0,01 % v tartreto de sodio 0,02 %) v se esperd 10 min e
s 0 3 J It
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25 °, edicionando entonces 0,3 ml de reactivo de Folin-
Ciocalteau diluido e 1/3 con agua. Luego de 30 min a tem—
peratura ambiente, se ley6 la A 2 750 nm contra agua. La

concentracidn de CF., se determind en ceda caso interpolan

1
do en la curva de calibracidn respectiva.

6.2« Iétodo del azul de Coomassie

La preparacidén del reactivo se hizo con base enel né

todo descrito por Spector (1978). Se disolvieron 10 mg de

(]

azul G brillante de Coomassie en 5 ml de etanol 95 %, s

agregaron 10 ml de 4cido ortofosfdrico 88 % y le mezcla se

)

<

=

©

3

f_._.l

0
i

llevd a 100 ml con agua, filtrdndose a través de
ga porosa.

Para la cuantificacidén del CFl se dispusieron mues -
tras de BSA (1 - 10 ug de protefnas), de CF, (incégnitas)

o nade (blancos) en tubos de ensayo y se lleveron a 0,1l ml

con agua; se les adiciond 1 ml del reactivo y se leyé 1la

U1

A a 595 nm contra agua. Para cada determinacidén de protei

nas, previamente se filtrd el reactivo.
7. Filtracidn rdpida por centrifugacidn

Se equilibré Sephadex G-50 fino en amortigusdor estén~-
dar [%rioine—NaOH 40 mM (pH 8,0) y EDTA 2 m%] y se empach
¢n jeringas desechables (1 - 6 ml de capacidad). Las co -
lumnitas se centrifugaron a 95 g por 3 min (temperzture

ambiente). Las muestras con CF, tretado se sembraron en
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cstas columnitas en proporcidén de 100 ul/ml de gel hinche

do, ¥y se centrifugaron en iguales condiciones. Los elul -

5]

1N

dos se usaron pera los ensayos de activided im

o
o

n

N

tica ,

s}

luego de determinérseles el contenido de proteines.

U



RESULTADOS

A. ESTUDIOS CUANTITATIVOS DE Hx EN MAIZ

l. Variaciones en la concentracidn de Hx de acuerdo a la

edad de las plédntulas

Se puso a germinar mafz en oscuridad (pdg. 102) y dia-
riamente se cosechaba un numero suficiente de pldntulas,
que se separaban en rafces y parte adrea, cuantificédndose
la concentracidn de Hx por el método ya descrito (pdg. 114
Para el dia primero se usaron los embriones sin dividir -
los. Para el dfa cero se utilizaron los embriones comple-—
tos de frutos sin cultivar. Se encontrd que la concentra—
cién de Hx en las plédntulas de malz cambia de acuerdo con
su edad (Fig. 16.A). Se observd que los Hx prdcticamente
aparecen durante la germinacidén de las semillas, puesto
que en granos sin mojar, en frutos que finalizaron la im—
bibicidén y en embriones provenientes de caridpsides culti
vadas entre 20 y 26 h, se encuentra menos de 3 mg Hx/Kg TF,
valor que corresponde al limite de deteccidn del método

del FeCl3 (en estos casos). Las fases acuosas remanentes

de las extracciones etéreas resultaron FeCl3 negativas, in

127
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Figura 16. Cambios en la concentracidén de Hx en pldntu
las de malz de edades diferentes, cultivades

en la oscuridad.

Se sembré mailz desinfectado en bandejas con
vermiculita en una estufa termorregulada a 28 £ 1°, en
oscuridad. Se regaba diariamente con agua destilada.

A. En los tiempos sefialados, se cosechaban plédntulas su-
ficientes, se separaban las rafces (@) y la parte acrea @
y se cuantificaba la concentracidén de Hx mediante el pro-
cedimiento del FeCl, (pdg. 114) . Para el dia 1 se usaron
los embriones sin dividirlos y para el dfa cero se utili
zaron embriones completos de frutos sin cultivar. Cada
punto corresponde al promedio de 3 repeticiones £ 1 error
estdndar. B. Los puntos de estas grdficas se calcularon u
sando tanto el peso fresco promedio de cada uno de los in
dividuos (no mostrado) como sus concentraciones de Hx (ver
parte A.). (@): rafces; (@): parte adérea; @): total.
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dicando que tampoco existirian los glucésidos de Hx. Ana-
lizando la parte aérea, se ve que ya al 22 dfia de cultivo
existe una alta concentracidén de Hx, la cual sigue incre-~
mentdndose hasta un mdximo alrededor del 42 dfa, para lue
go ir disminuyendo gradualmente hasta un limite de aproxi
madamente 1/3 de la mayor concentracién. Mirando la grdfi
ca correspondiente a la parte subterrdnea (rafces prima —
ria y secundarias), se aprecia un comportamiento similar,
pero las concentraciones no alcanzan a la tercera parte de
las encontradas en la porcidn adrea (excepto en los 2 pri
meros dfas). Cabe notar que en la parte epfgea hay una ma
yor diversidad de 6rganos considerados que en la porcidn

radical. Ademds, al cuantificar la presencia de Hx en los
escutelos, también se observé un patrén parecido (no mos—
trado), con concentraciones inferiores a las halladas en
las rafces.

Por otro lado, se vio que las plédntulas crecen exponen
cialmente en sus primeras semanas (no mostrado), de modo
que la cantidad total de Hx en cada pldntula no sigue ne-
cesariamente el mismo patrdén que el de las concentracio -
nes. Esto se verifica en la Fig. 16.B, donde se aprecia
que el contenido total de Hx en la.pléntula sigue una cur
va sigmoidea, cuya meseta se alcanza prdcticamente a los
7 dfas de edad, para después continuar subiendo lentamen-

tey, al menos hasta los 12 dfas. También se observa que al
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o

49 dfa de edad (mdxima concentracidén) sélo hay un tercio

de la cantidad de Hx encontrada a los 7 dfas. Ademds, en
la ilustracidén 16.B se ve que una gran proporcidén del con
tenido de Hx se va acumulando en la parte aérea, encon —

trdndose un 94 % del total a los 12 dfas. En la misma fi

6]

gura se ve que en la parte hipdgea el contenido de Hx al
canza un mdximo a los 5 dfas de edad, y luego va decayen
do levemente. Esto sugiere una degradacién neta de 1los

hidroxametos en las rafces y/o transporte hacia la parte

)

eplgea. Algo similar se podrfa inferir con respecto a los
escutelos, aunque debido a su baja concentracidén en Hx y
a su poco peso individual, la cantidad de Hx existente en
cada uno de estos drganos es tan pequefla que no se con-
sideré al confeccionar la Fig. 16.B.

Con cultivos efectuados a la luz (pdg.103) se obtuvie
ron resultados similares. En la Fig. 17.A aparece la va-—
riacidén que experimenta la concentracidén de Hx si las plén

tulas son cultivadas en presencia de luze. Se aprecia un

s

-

patrdén parecido al mostrado en la Fig. 16.A (correspon -
diente a pldntulas etioladas), excepto que: i) el mdximo
se alcanzé a los 3 dias de edad, y ii) las concentracio-—
nes son mayores en ambas porciones del vegetal (adrea y
radical). Examinando la Fig. 17.B, se observa que el con

8 -9 dias,

(D]
jo T
@
o
(®]
3
o
[o]
-
O
6]

tenido de Hx llega a un mdximo alre
aun cuando las concentraciones a esta edad no son las ma

e

yores. En este caso, no sélo en las rafces disminuyé la
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Figura 17. Variaciones en la concentracidén de Hx en plén
tulas de malz de edades diferentes, cultiva -

das a la luze.

Se procedid del modo descrito en la leyenda
de le Fig. 16, excepto que las bandejas se colocaron en
un invernadero termorregulado a 28 X 2 °con luz continua
provista por 3 ampolletas incandescentes (450 W) y 12 tu
bos fluorescentes (480 W), ubicados a 80 cm de
ficie de cultivo. A. Cada punto representa el promedio de
3 determinaciones ¥ 1 error estdndar. (J): rafces; (©O):
parte aérea. B. Los puntos de estas grdficas se calcula-
d

a
(=9

la super-—

e

ron usando tanto el peso fresco promedio de cada uno
los individuos (no mostrado) como sus concentraciones de
Hx (ver parte A.). ([Q): rafces; (Q): parte adre ) :

totale.

a;
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cantidad de Hx, sino también en la parte epigea decayl ,
dando cuenta de la declinacidén del contenido total en el
vegetal. Ademds, la acumulacidén de Hx ocurrié en mucho ma
yor proporcidén en la porcidén adrea, llegando a ser casitm

80 % del totale.

2. Cuantificacidén en distintos drganos del vegetal. Efecto

de la edad y la luminosidad

Se cultivé mafz como se describié (pdg. 102). A los 5
v a los 8 dias de edad se cosecharon por triplicado diver
sas porciones de las pldntulas (tallos, rafces, noméfilos
y coleoptilos) y se analizaron en cuanto a su concentra —
cién de Hx por el método del FeCl, (pdg. 114).

En la Tabla VI.A se puede apreciar que diversos drganos
de plédntulas etioladas difieren en cuanto a las concen -
traciones de 4cidos hidroxdmicos, siendo mayores en las
porciones adreas, especialmente en las hojas, en ambas e-—
dades analizadas. También se observa que, aun cuando las
concentraciones disminuyeron, el contenido total de Hx au
ment§, debido al incremento en el peso individual propor-
cionalmente mayor. También se ve que el contenido de Hx en
los noméfilos aumentd a mds del doble, a la vez que por -
centualmente el incremento fue del 35 al 70 % del total;
esta alza explica el aumento de la cantidad de Hx en la
pléntula, a pesar que €stos disminuyeron en todos los de-

més 6rganos.
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Tabla VI. Contenido de Hx en diversas porciones de las
pldntulas de maiz I1H Rinconada.

A. CUITIVOS EN OSCURIDAD

Edad Orga P& de TF Ac. Hidrox. pg de Hx mg Hx/Kg TF
(dfas) nos érg. de 1 pl. (mg/Kg TF) ¢rg. de 1 ple (ponderado)
5 N 75 5636 + 88 423
C 127 1441 £ 27 183 1505
T 321 1217 £ 14 391
R 182 856 £ 19 156 == 856
Total 732 1153
8 N 399 2404 £ 123 959
C 154 758 & 20 11 1578
T 235 714 £ 12 168
R 300 399 =+ 10 120 = 399
Total 1088 1364
Bes CULTIVOS A IA LUZ
5 N 125 5589 & 106 699
C 68 1503 £ 69 102 3425
T 65 1276 £ 3 83
R 187 1108 x 27 207 = 1108
Total 445 1091
8 N 434 2498 * 140 1084
C 29 763 £ 19 22 2120
T 88 702 £ 25 62
R 368 740 % 55 272 = 740
Total 919 1440

Malz desinfectado se dispuso en bandejas con vermiculi
ta ya sea en una estufa termorregulada a 28 X 1°, en os-
curidad (A.), o bien, en un invernadero a 28 % 2 °, con

luz continua (930 W) a 80 om de la superficie de cultivo

(B.). Diariamente se reg6 con agua destilada. En los tiem
pos seflalados se cosecharon pldntulas suficientes, se se-
pararon en noméfilos (N), coleoptilo (C), tallo (T) y rai
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Tabla VI. Continuaciédn.

ces (R) y se les cuantificé la concentracidén de Hx median
te el procedimiento del FeCl3 (pdg. 114). pl.: pldntula;
érg.: érgano; los valores de concentracién de Hx en el TF
corresponden &l promedio de 3 réplicas X 1 error estdndar.
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Por otra parte, en la misma tabla se puede ver que en
los tallos disminuyé su masa (se encontraron colapsados),
lo cual indica una absorcién de material desde éstos y
transporte hacia otros 6rganos. Cabe recordar que, en es-
te caso, el agua no es un factor limitante y que la plén-—
tula, en la oscuridad, depende exclusivamente del mate —
rial seco almacenado en el fruto. En los demds dérganos au
menté su peso y los noméfilos pasaron a ser los Srganos
preponderantes a los 8 dfas de edad.

Tales antecedentes sugieren que: i) los Hx podrfan ser
trasladados hasta los noméfilos desde las demds partes (dz
da su pérdida de masa), y/o ii) habrfia una degradacidén ne
ta de esos compuestos en los tejidos mds viejos, existien
do sintesis sélo en los tejidos nuevos, en alguna etapa
de su desarrollo, siguiendo después solamente degradacidn
en esos mismos tejidos. Esto dltimo también es sustentado
tanto por el hecho que el mayor crecimiento del vegetal o
curre en los noméfilos como por los resultados de Argando
fia et al. (1981), de Corcuera et al. (1982) y de Virtanen
et al. (1957), quienes hallaron mgs altos niveles de Hx en
hojas mds nuevas.

También otros autores han encontrado diferentes concen
traciones de Hx en los distintos drganos de una planta. A
partir de sus datos (poco precisos; pdg. 14), BeMiller ¥y

Pappelis (1965a) sugieren que todas las células vivas del

malz contienen casi la misma cantidad de fraccién glucosi
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Con respecto al factor luz, se encontrd que, en cente—
no, la concentracidén de BOA determinada en plédntulas ver-—
des fue 4 veces la obtenida en pléntulas crecidas en la os
curidad (Virtanen et al., 1957). De acuerdo con Brandes y
Heitefuss (1971), las plantas cultivadas con diferente can
tidad de luz (6 y 16 h de fotoperfodo) parecen no diferir
en los contenidos de DIMBOA-Glc y de aglucona medidos por
absorcién en el UV, aunque sus resultados son poco preci-
sos (pdg. 15 . En la presente tesis se encontré que la con
centracidén de Hx es mayor cuando el mafz se cultiva a la
luz que cuando se hace en oscuridad, tanto en la planta
completa como en Srganos particulares (comparar la parte
A con la B de la Tabla VI, y la Fig. 16.A con la 17.4).
Sin embargo, el contenido total de Hx en cada pldntula su
fre variaciones diferentes (Tabla VI y Figs. 16«B y 17.B).
La disparidad entre los tratamientos se explicaria porque
las pldntulas cultivadas a la luz presentan noméfilos més
desarrollados (mayor masa), y estos drganos tienen una
concentracién de Hx muy superior al resto, en tanto que
los individuos cultivados en la oscuridad poseen méds desz
rrollado el tallo. Ademds, se observé que el contenido to
tal de Hx es parecido en pldntulas que se cultivaron a la
luz y en oscuridad. Entonces, la mayor concentracidn de Hx
en las primeras se explica porque su masa es proporcional
mente menor, ya que, como Se sabe, a edades tempranas las
pldntulas crecen (se elongan) méds rédpido en la oscuridad

que a la luz.
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Por otro lado, en la Tabla VI se ve que, en las pldntu
las sometidas a ambos tratamientos, la cantidad total de
Hx sélo aumentd en los noméfilos, decreciendo en los demds
brganos (exceptudndose que en los cultivos hechos a la luz
el contenido de Hx también aumentd en la porcidn radical).
Sin embargo, en ejemplares que crecen con luz tiende a dis
minuir la cantidad absoluta de Hx luego del mdximo que se
alcanza a los 8-9 dfas (Fig. 17.B), no ocurriendo lo mis
mo en el tratamiento con oscuridad (Fige. 16.B). Esta disi
militud puede deberse a un suceso temporal de su ontoge -
nia, quizd propio de la variedad estudiada (LH Rinconada).
Klun y Robinson (1969) mostraron que, aun cuando determi-
naban cada vez menores concentraciones de BOA y de MBOCA a
medida que las plantas se desarrollaban, el contenido to-
tal seguia incrementdndose hasta el estado de madurez.
También mostraron que en algunas variedades volvia a au-
mentar la concentracidén de Hx en etapas ulteriores de la
ontogenia. En el presente caso se ve gue incluso 1é con -
centracidén tiende a ser dinferior en las plantas crecidas
a la luz respecto de las cultivadas en oscuridad, a los
12 dfas de edad (Figs. 16.A y 17.A). La mayor baja en las
primeras referente a la caida de las segundas puede ser
causada por lasdiferentes vias metabdlicas en funciona -
miento preponderante, dada la formacidn de estructuras fo
tosintéticamente activas en los individuos que se desarro

llan a la luz.
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3. Efecto de la temperatura sobre el contenido de Hx

Se cultivé mafz como se describid (pdg. 102), colocdn—

dose, en oscuridad, una bandeja a 24 °, otra a 28° y o=

de edad se cosecharon las partes aéreas de las pldntulas
y se cuantificd la existencia de Hx de acuerdo al método
ya informado (pdg. 114).

Seglin se observa en la Tabla VII, en general la concen
tracién de Hx disminuyd a medida que se aumentd la tempe—
ratura de cultivo. En cambio, ocurridé lo inverso con el
contenido total de Hx, excepto que, en ambas edades, hay
iguales cantidades en plantas cultivadas a 28 y a 32 °

También se observé que las plédntulas crecen mds (en lo
que a altura y masa se refiere) a mayor temperatura, en el
rango estudiado, al realizar los andlisis de varianza res
pectivos.

Thompson et al. (1970) hallaron que, en mafz (DeKalb XL
335), la concentracién de glucésidos de benzoxazinas es me
nor que la mitad en raices coronarias de plantas crecida

entre 10 y 15 ° que de aquéllas cultivadas entre 25 y 30 °.

Incluso parece cambiar la distribucidn de especies de ben
zoxazlnonas, puesto que si la temperatura de cultivo osci

a entre 10 y 15 °, la concentracidn de DIBOA es menor que
la de DIMBOA, en tanto que entre 25 y 30°¢ ocurre lo in -

verso. Los resultados de csta tesis no se contraponen con
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Tabla VII. Contenido de Hx en plédntulas cultivadas en os
curidad a distintas temperaturas.

Edad Tempera - Altura de mg T Ac. Hidrox. pg de Hx
(dfas) tura (°C) pl. (mm) pl. (mg/Xg TF) plédntula

5 24 53 317 2,083 £ 4 661
28 128 488 2,009 £ 191 980
32 162 578 1.651 * 66 954
8 24 128 528 L.744 973
28 2140 758 1.556 1.179
32 240 810 LelS4 1178

Malz desinfectado se dispuso en bandejas con vermiculi
ta, colocando una a 24°, otra a 28° y otra a 32°, en estu
fas separadas y en oscuridad. Diariamente se regd con a -
gua destilada. A los 5 y a los 8 dias se cosech$ la parte
aérea de las pldntulas y se cuantificaron los Hx por el mg
todo del FeCl, (pdge. 114). pl.: pléntula; los valores de
concentracidén de Hx en el TF corresponden al promedio de
3 réplicas * 1 error estdndar, en el caso de los 5 dfas
de edad§ para los 8 dias no se hizo repeticiones.
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los de Thompson, puesto que €1 compard otros dinterva-

los de temperaturas (10 - 15 y 25 = 30°).

4o Efecto de la disponibilidad hidrica sobre el contenido

de Hx

En 3 bandejas se cultivdé mafz en oscuridad segin lo in
dicado (pdge. 102), excepto que el sustrato se regé como pa
re. tenerlo con % 4, 1 o 1% veces su capacidad de campo, res
pectivamente. A los 5 y a los 8 dfas se cosecharon las par

tes aéreas y se determind la cantidad de Hx que posefan ,

segin el método usual (pdg.ll4). En la Tabla VIII se mues

[y

tra que, para ambas edades, la concentracidén de Hx dismi-

B

nuye a medida que aumenta la disponibilidad de agua. F

S

4

& 5

cambioy el contenido total es mayor cuando la humedad es
suficiente o mds; los valores del tratamiento con exceso
de agua no alcanzan a ser significativamente menores (ni-
vel de 5 %) que los del tratamiento con humedad intermedia.

Adem&s, se ve que el crecimiento de las plédntulas es ma

yor cuando hay mds agua disponible. De acuerdo a los and-

[,_.J

isis de varianza efectuados, los tratamientos dan resul-

tados disimiles tanto en altura como en masa de los ejem—
plares.

Asi{, tanto el contenido total como la concentracidn de
Hx en las pldntulas depende de la cantidad de agua que és

tas puedan absorber.
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Tabla VIII. Concentraciones de Hx en pldntulas cultiva -
das en oscuridad bajo diferentes condiciones
hidricas.

Edad Capacidad Altura de mg TF Ac. Hidrox. pg de Hx
(dfas) de campo® pl. (mm) pl. (mg/Kg TF) pléntula

5 0,5 83 259 2,896 & 3 749
1,0 151 492  1.775 & 1 873
1,5 160 598  1l.428 * 19 854
8 0,5 110 289 2,513 * 174 726
1,0 209 630  1l.434 % 138 903
1,5 282 931 895 £ 51 833

Mafz desinfectado se dispuso en bandejas con vermicu—
lita, las que se colocaron en una estufatermorregulada a
28 £ 1°, en oscuridad. * Diariamente se regaba con agua
destilada suficiente como para tener el sustrato con % ,
1 o 1% veces su capacidad de campo. A los 5 y a los 8
dfas se cosecharon las partes aéreas y se determiné la
concentracidén de Hx segin el procedimiento del FeClj(pég.
114)e ples plédntula; los valores de concentracién de Hx
en el tejido fresco (TF) corresponden al promedio de 3ré
plicas £ 1 error esténdar.



B. EFECTOS DE Hx Y DERIVADOS SOBRE LA ETAPA LUMINOSA DE

LA FOTOSINTESIS

Hasta el momento se ha mostrado que, en plantas intac-—
tas de maiz LH Rinconada existe el DIMBOA~Glc en elevadas
concentraciones (> 5 mM), compuesto que se hidroliza rd-
pidamente a azdcar + DIMBOA. Tambidn se ha expuesto que es
ta aglucona inhibe hongos, bacterias e insectos y causa
fitotoxicidad, no conociéndose su modo de accidén molecu -
lar. En adelante se mostrard esencialmente el efecto nega
tivo de la DIMBOA sobre reacciones de transduccidn de e~

nergla, que corresponden a sistemas metabdlicos presentes

en todo ser vivo.
1. Fotofosforilaciones

Tanto la PPO cfclica (catalizada por metosulfato de fe
nazina) como la PPO no cfclica (acoplada al transporte de
clectrones desde el agua hasta el metilviolSgeno) resulta
ron inhibidas en la misma extensidn por la DIMBOA (150 =
1 mM; Fig. 18). E1 DIMBOA~Glc y las benzoxazolinonas BOA
y MBOA también disminuyeron la velocidad de ambos proce =
S0S, pero sus 150 (concentracién de inhibidor necesaria pa
ra producir 50 % de inhibicidn) fueron mayores que la de

la aglucona (4, 3 y 1,6 veces, respectivamente; Fig. 18).
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Desacoplado

Acoplado

Transporte de electrones (peq/mg clorofila/h)

Basal
OO0
30 - e
{ 1 i ] | 1
0 05 1 15 2 25

DIMBOA (mM)

Figura 19. Efectos de la DIMBOA sobre el transporte fo-
tosintético de electrones.

Se utilizaron cloroplastos clase 11 de espi-
naca (60 pe de clorofila) suspendidos en 1,5 ml de un MR
con sacarosa 100 mM, Tricine-NaOH 25 mM (pH 8,0), NaCl 10
mi, MgCl2 5 mM, NaN3 1 mM, metilviolégeno 100 PM y DIMBOA
en las concentraciones indicadas. Ademds, al MR se le a-
gregd ATP 150 PM (transporte de electrones basal), o bien,
ADP 2 mM y Pi 2 mM (transporte acoplado a la sintesis de
ATP), o bien, ATP 150 PM v metilamina 10 mM (transporte
desacoplado de la sintesis de ATP). La reaccidén se inicid

con luz saturante (350 W) y se detuvo con oscuridad.



147

luz

<ATP luz

+ADP+P,

15
QIMBOA-GIC

P

49

170 170

174

Figura 20. Efecto del DIMBOA~Glc sobre el transporte de
electrones en cloroplastos.

E1l procedimiento seguido y las concentracio—
nes usadas estén sefialados en la leyenda de la Fig. 19,
excepto que el inhibidor aquf utilizado (DIMBOA-Glc) fue
10 mM. Los ndmeros sobre las pendientes expresan la ve-—
locidad del transporte de electrones en Pequivalentes de
Oz/mg de clorofila/h.
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3. Actividad ATPdsica en cloroplastos clase II

E1l CF, unido a la membrana tilacoide tiene una activi

1
dad ATP4sica latente que puede ser desenmascarada ya sea
mediante iluminacidén en presencia de tioles reactivos, o
bien, por tratamiento con tripsina (McCarty y Racker ,

1968). En la Fig. 21 se aprecia la inhibicién causada por
la DIMBOA y el DIMBOA-Glc sobre la actividad ATP4sica de
cloroplastos clase II activados por tripsina. Se ve que
ambos compuestos impiden la catdlisis efectuada por la
Ca™ —ATPesa en la misma extensién en que inhiben las PPO

y el transporte acoplado de electrones; las 150 de ambos

compuestos son 1,7 y 6 mM, respectivamente.

o Actividad ATP4sica en CF. soluble

i |

4else ATPasa activada por tripsina o por calor

Cuando el CF, es liberado desde las membranas tila-—

1
coildes, su actividad ATPdsica puede ser gatillada tanto
por calentamiento como por tratamiento con tripsina (Va@
butas y Racker, 1965). En la Tabla IX se ve el efecto que
la DIMBOA y su glucésido ejercen sobre la actividad ATP_
4sica, tanto del CFl purificado y activado por digestidn
enzimdtica o por calor, como de cloroplastos clase II. Se
observa que la inhibicidén es mayor en el dltimo caso, su
giriendo que la enzima tiene otros sitios sensibles, a la

DIMBOA al menos, cuando estd unida a la membrana (o se ag

tivé estédndolo) .
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Actividad ATPasica (% control)
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Figura 21. Efecto de la DIMBOA y de su glucbsido sobre
la hidrdélisis de ATP catalizada por el CFl
activado por tripsina en las membranas tila-

coldes de espinaca.

La reaccién se realizé (10 min, 37°) en un
MR (1 ml) con Tris—HC1l 40 mM (pH 8,0), CaCl, 5 mM, ATP
5 mM, ATPasa activada (pdge. 121) equivalente a 20 pe de
clorofila y las concentraciones mostradas de DIMBOA o de
DIMBOA-Glc. La actividad control fue de 78 gmoles de Pi/
mg de clorofila/h.
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Tabla IX. Efecto de la DIMBOA y de su glucésido sobre
las actividades ATPdsicas del CFl purifica~
do y en cloroplastos clase II de espinaca.

Concentra— Actividad % del

Preparacién Inhibidor %
cién (mM) ATPEsica control
CFl activado Control 0 P 100
por tripsina DIMBOA 2 Ts7 62
DIMBOA 5 5,45 Ll
DIMBOA-G1c 2 9,8 79
CF, activado Control 0 13,7 100
por calor DIMBOA g 8,5 62
DIMBOA 5 4,8 35
DIMBOA-Glc 5 11,5 84
Cloroplastos Control 0 78,0 100
activados por DIMBOA 2 17 42 22
tripsina DIMBOA 5 642 8
DIMBOA-GLc 5 46,8 60
+

Las actividades estédn expresadas en pmoles de Pi/mg de
clorofila/h (en cloroplastos) y en pmoles Pi/mg de protei
na/min (en el CFq purificado). Ia hidrélisis de ATP se de
terminé en un MR (1 ml) con CaCl, 5 mi, ATP 5 mM, 5 pg de
CFy (pége 124) y ya sea Tris-HC1 50 mM (pH 8,6) para el CE
activado por tripsina, o bien, amortigusdor Tris-HC1l 40

mM (pH 8,0) en el caso del CFy

lores para los cloroplastos activados por tripsina se ex-—

activado por calor. Los va

trajeron desde la Fig. 21.
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5. Actividad ATP4sica desenmascarada por reactivos de

Cleland

-

Si el ”Ej se libera desde las membranas tilacoides, su
actividad ATP£sica latente puede ser también desenmasca-—
rada por incubacidn prolongada con tioles (Farron y Racker,
1970; McCarty y Racker, 1968). Concomitante con la acti-
vacidn aparecen 2 grupos sulfhidrilo accesibles en la sub

unidad v, como resultado de la reduccidén de un puente di

sulfuro. A continuacidn se presentan los resultados de ex

]

periment os efectuados con CFl purificado luego activa-

3
o

do con DTE o DTT (’c&*ﬁ\

D1l

C
()

5.1l BEfecto de la concentracidn BOA, MBOA, DIMBOA y

DIMBOA~Glc

En tubos con 1 ml de medio de reaccién (MR) y mantsg
nidos en hielo, se colocaron distintas alfcuotas de 1los
inhibidores disueltos € inmediatamente se inicidé la reag
cién ATP4sica con la adicidén de 3 pg de CF1+ (pdg. 124)
a los tubos preincubados por 20 seg a 37 °. La reaccidn
transcurrid durante 7 min.

En la Fig. 22 se muestra que la actividad ATP&sica
del CFl+ es inhibida por todos los compuestos ensayados.
Las benzoxazolinonas y el glucdésido tienen un efecto pa-—

recido entre si y poco notable (con 10 mM inhiben menos
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Figura 22. Inhibicidén por DIMBOA, I'B0A, BOA y DIMEOA-Glc

de la actividad ATP4sica del 3F1+,

La reaccidén se efectué (7 min, 37°) en un MR
(1 ml) con Tricine-NaOH 40 mM (pH 8,0), ATP 5 mM, CaClp
5 mM e inhibidor segin se muestra, inicidndose la Catéii

sis al agregar 3 Fg de CFl+ (pdge. 124) a las muestras pre
incubadas por 20 seg a 37° y deteniéndose al adicioner 1

nl de TCA 0,5 N. Bl P, liberado se determino colorimétri
camente (pdg. 121). Las actividades control fueron :
13,7 4 12,6 y 11,7 PmoLe; ?i/mg protefna/min para los ca
sos de DIMBOA (@), MBOA (#), BOA (O) y DINBOA-Glc (@),

respectivamente. En el inserto no se muestran los puntos

pertinentes a las dos mds bajas concentraciones de DINBOA.



del 40 %)+ laaglucona hidroxdmica provoca un efecto méds
intenso (la actividad disminuye un 50 % con DIMBOA 5 mM).
Esta iphibicidén es similar a la encontrada en los casos
de CFl activado por calor o por tripsina (Tabla IX). In-
serto en la ilustracidén se muestra un grdfico de Hill de
los datos obtenidos con DIMBOA; la pendiente de la recta
es n = 1,03, lo cual sugiere una carencia de efectos coo
perativos en la inhibicidén y que la enzima aparentemente

unirfa 1 mol de Hx por mol de sitio activo.

5.2. Dependencia del tiempo de preincubacidn del CFT+
ol

con la DIMBOA

R

. 1, - . s
Se mantuvo incubando Lrl (1,30 mg/ml de la solucidn

amortiguadora Tricine-NaOH 4C mM + EDTA 2 mM) a 25° en

)

2 tubos, a uno de los cuales se agregd§ DIMBOA como para
tener 5 mM y, al otro, solvente solo para diluir de igual
manera. A distintos tiempos se tomeron alicuotas de elui
do que contenian 4,56 pg de proteina, la que se adiciond
a tubos con 1 ml de MR, midiéndoseles entonces la activi
ded ATP4sica. Los tiempos cero se hicieron sin inhibidor
y con DIMBOA 17,5 plil. Se controld la inhibicidén con DIMBOA
5 mM en el MR.

De modo que, al preincubar CF1+ (1 mg/ml) con DIMBOA
(5 mM) en un medio sin Ca’t-ATP, y luego ir transfirien—
do alfcuotas a un MR con sustrato, se observd que la ac—

tividad ATPdsica va disminuyendo a medida que transcurre
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el tiempo de preincubacidén (Fig. 23). Esta desactivacién
aparente de la enzima serfa irreversible, ya que, a pe =
sar de la dilucidén del Hx (o lo que queda de €1) al tranms
ferir las alfcuotas, se observé cada vez menor actividad
de la enzime preincubada con el inhibidor que de la ATPa
sa sin é1 (Fig. 23). A tiempo cero, la enzima es muy po-—
co afectada en su actividad (tiene un 98,3 % de la del

control), debido a que la DIMBOA se diluye més de 200 ve
ces al colocar las alficuotas en el MR. En cembio, si se
transfieren alfcuotas similares a un MR con DIMBOA 5 mb,
se aprecia una inhibicidén de un 50 % (Fig. 23). Esto in-
dica que hay un efecto rdpido (se aprecia en cuanto que-

dan en contacto el CFl+ y €l Hx) que es reversible.
5.3. Reversibilidad de la inhibicidén por DINBOA

En cada uno de 2 tubos se colocaron 100 pl de amor-
tiguador estdndar con 89 P& de CF1+. Se preilncubaron a
25 ° y sucesivamente se les agregd Ca012 hasta 7 mM y ATP
como para tener 5 mM; ademds, a unc de ellos se le adicio
n§ DIMBOA hasta 5 mM simultdneamente con el ATP. Se incu—
baron a dicha temperatura por 5 min y se filtreron rdpi-
damente por centrifugacidn, como se describid (pdg. 125).
Antes y después se determiné la cantidad de proteinas asf
como la actividad ATP4sica transfiriendo alicuotas (4,5

Fl> a 1 ml de MR e incubando por 8 min. Ademés, antes de
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Figura 23. Dependencia del tiempo de preincubacidbn del

CF1+ con la DIMBOA.

Se preincubd C 1+ (pdg. 1243 1,30 mg/ml) en
Tricine-NaOH 40 mM (pH 8,0), EDTA 2 mM, sin o con DIMBOA
5 mMs A los tiempos sefialados se determind la activided
ATP4sica del factor acoplante, para lo cual se adiciona-
ron alicuotas con 4,56 pg de proteina a tubos con 1 ml de
un MR conformado por Tricine-NaOH 40 mM (pH 8,0), ATP 5
mil y CaCl, 5 mM, efectudndose la reaccidn por 5 min a 37°
y deteniéndose con 1 ml de TCA 0,5 Ne EIL Pi liberado se
cuantificé por colorimetrfa (pdg. 121). Se hicieron tiem
pos cero sin inhibidor y con DIMBOA 5 mM, siendo la acti
vidad menor en un 1,7 % en este dltimo caso. E1l punto in
dicado con X corresponde a la inhibicidén control con DIMBOA
5 mM en el MR. La actividad control fue de 7,79 Fmoles de
Pi/mg de protefna/min.
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filtrar, del tubo con inhibidor se midid la actividad
ATPdsicz en MR con DIMBOA 5 mM y, del tubo sin inhibidor,
se determind la actividad ATP4sica en MR con DIMBOA 22,5 pidl.
Luego, al mezclar CF1+ (1 mg/ml) con DIMBOA (5 mM)
en un MR (que tiene Ca++wATP) Yy, antes de 5 min de incuba
cidn, transferir una &lfcuota a un MR sin el Hx para me -
dir la actividad ATPdsica, se detectdé que ésta es muy po
co inferior a la observada con C'1+ no mezclado con la
DIMBOA (Tabla X). En el primer caso, el Hx quedd diluido
hasta 22,5 pll. La actividad ATPdsica medida con esta con
centracién de inhibidor resulté similar (Tabla X). En cam

e transfiere una alfcuota de CFl*, incubado con

wn

bio, si
DIMBOA 5 mM, a un MR con la misma concentracidén del inhi
bidor, se observé una disminucidén de la actividad, con
respecto al control, de un 50 % (Tabla X), que es igual
a la observeda anteriormente (Figs. 22y 23).

Ademds, en la Tabla X se observa que la inhibicién
répida es realmente reversible, ya que a2l separar la [IMBOA
desde el CF1+ (por filtracidén en gel), se obtiene la mis

ma actividad ATPEsica del control.
Se4s Influencia de la concentracidén del sustrato sobre
la inhibicién por DIMBOA
En tubos dispuestos en hielo con 1 ml de Tricine=-
NaOH 40 mM (pH 8,0), se colocaron distintas concentracio

nes de CaCl, y de ATP (en proporcidén 1 : 1); se preincu—
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Tabla X. Reversibilidad de la inhibicidén por DIMBOA so-

bre la actividad del CFl+, con perfodos cortos

de preincubacidn.

Actividad
pmoles Fji
mg proteina.min

Tratamiento de Concentracidén de DIMBOA (mM)
n

las muestras Iniciala Fi alb

Sin filtrar 0 0 9,6
Sin filtrar 0 0,02 9y h
Sin filtrer 5 ] 4,8
Filtracién 0 0 9,6
Filtracién 5 0 Hyib
ok ; 3,3

Las concentraciones de DIMBOA se midieron durante: “la
incubacidén inicial de 5 ming bla segunda incubacidén, en
la cual se midié la actividad.

En cada uno de 2 tubos con 100 pl de Tricine-NaOH 40 mM
(pH 8,0) y EDTA 2 mM se colocé CF1+ (89 Fg) y se preincu-
baron a 25° por 20 seg, adicionando entonces CaCl, hasta
7 mM y ATP hasta 5 mMj a uno de los tubos se agregd DIMBOA
hasta 5 mM simultédneamente con el nucledtido. Se incubaron
por 5 min a 25° y se filtrdé la solucién mediante centrifu
gacidén (pdg. 125). Antes y después de filtrar se determind
la cantidad de protefinas (pdg. 124) y la actividad ATPEsi~
ca (pdg. 124). Ademds, antes de filtrar, del tubo con inhi
bidor se midié la actividad ATP4sica en MR con DIMBOA 5 mii
y, del tubo sin inhibidor, se determiné la actividad hi -
drolitica en MR con DIMBOA 22,5 PM'
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baron a 37 ° por 20 seg y a cada uno se le agregd 3,9 pe
de CF1+, efectudndose la reaccidén durante 8 mine Se hi -
cieron blancos con distintas concentraciones de CatT—ATP,
Lo mismo se repitid con DIMBOA 2 y 5 mM en el MR.

En la Fig. 24 se observa que la funcién de satura -
¢idén del CF1+ por ATP corresponde a la cinética hiperbd.
lica caracteristica de la ATPasa de cloroplastos. En 1la
misma ilustracidén se ve que la DIMBOA (2 y 5 mM) précti
camente no afecta ese patrén de dependencia, pero los pg

rdmetros cinéticos V y Km aparecen disminuidos. Esto

méx
iltimo se confirma con la Fig. 25, donde se muestra 1la
representacidén de Lineweaver—Burk. Ahf se aprecia que las
rectas obtenidas se interceptan en la ordenada en un va-—
lor mayor a medida que aumenta la concentracidén del inhi
bidor; esto implica que la Vﬁéx es menor. También se ob-
serva que los interceptos en la abscisa aumentan en mag-
nitud al incrementar la concentracidén del Hx; esto indi-
ca que la Km adquiere valores inferiores. Los resultados

de los andlisis de regresidén lineal aparecen en la Tabla
XI, en donde se puede apreciar que tanto la Km como la
Vméx son notoriamente menores a mds altas concentraciones
de la DIMBOA. Ademds, las rectas obtenidas poseen buenos
coeficientesde correlacidén (r). Por otro lado, en la Fig.
25 se ve que las rectas logradas tienen pendientes (Km/Vﬁég

muy similares, aunque tienden a juntarse en un punto del
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Figura 24, Efecto de la DIMBOA sobre la funcidn de satu

En tubos (sobre hielo) con 1 ml de Tricine-—

b
NaOH 40 mM (pH 8,0), se co centraciones in
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1
dicadas de CaCl, y de ATP (1 :1); luego de preincubar (20
a

seg, 37°) se dio oo nienzo a la reaccidn control G@)
CF

l " (pdg. 124)3 a los 8 min (37° €
emidid el Pi 1iberado me -
se repitid con

con 1L mil de TCA 04,5 N y s
diante colorimetria (pdg. 121). Lo mismo

e L

DIMBOA 2 mM (O) y 5 mM Q) en el MR. Se montaron blancos
con diferentes concentraciones de Catt ATP, con DIMBOA

O, 2y 5 mMen el MR,
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1/v {pmol P;/mg proteina/min)

l I

-2 0 2 L
1/ATP (mM]

Figura 25.. Grdficas de Lineweaver-Burk para la inhibi -
¢cidén por DIMBOA de la actividad ATPdsica del
5. T,

1
Los puntos aqui mostrados fueron calculados &
vartir de los que aparecen en la ilustracidn 24. Las con—
centraciones usadas de DIMBOA fueron 0 (@), 2 (©O) v 5 D
mM en el MRe.



161

TN !
WO
‘D U
e} N &y
o o )]
v t~ N jof
&~ ol M
o s NS Uy
m (@]
| o~ —~
4 ™
@ O = WO o @
= in M O O S O e/
(S | ""i Q (“\ ;:'f“ O\
QO L @~ o o e 1
= o O O O C O
(0] i
< ]
4 N (e
= NN 1
= w|OowR o
© =
he] =] 4 M 165}
@™ @ o=
0 ~ —~ < !
s 4
o A 4]
En i
G <1 [ )
g AR (o
~ O QO bt~ 4 Y
ap aJ o N Oy o
m —~ O g 4 O ©
()] - o 'S 'S EN ]
y = o O O o O >
£l O
! joh
(4] 163)]
3 = @ °
~
| O
@ O 5y
D © 4
< &
o] w v o
i <+ M O
~ NN O o0 0]
< O O N T O O o
O ~— O N O O 4+«
apef LY o @ o L j
0 O O O o O w O
) -
& T O
o1 Q0w
(O] [o
= o n
= )
4] 42
e} Lan
3 4] [
n < (@]
o ™M n o
M~ N ©
40 ® o} ™ W
[ g
g i W +
NSy ™ a oo
e © OO
@ ot o
B O ~ o
4 o [ORERS
-+ 4+ @ [ TR
° ] 2 42 0}
- 8 o < v
>4 NG [ T Q
i—é &~ e [ )
W] o > O
i &% +a ~3 &~
L0 o o g5 B 42
o S I R = T | ©
& =]



162

cuadrante inferior izquierdo de las coordenadas. Esta lg
ve convergencia indica que la inhibicidn serfa del tipo
mixto, es decir, el ligando se unirfa tanto 2 la enzima
libre como a la enzima enlazada al sustrato, o sea, la
DIMBOA interactua con la ATPasa al menos en un lugar di-
ferente del sitio de unidén del sustrato. Sin embargo, da
do el cuasiparalelismo de las rectas, es factible infe -
rir que la inhibicidn podrfa ser no competitiva en gran
medida, es decir, la DIMBOA se unirfa a la enzima en un

sitio distinto del catalftico.

5¢5« Bfecto de la DIMBOA sobre la inhibicidn alostéri-

ca por ADP

Se midié la actividad ATP&sica con distintas concepn
traciones de Ca’ = ATP en un medio de reaccidn (1 ml) que
contenia ya sea: Tricine-NaOH 40 mM (pH 8,0), o este amor
tiguador més Ca’" — ADP 1 mM, o el tampén y DIMBOA 5 mil, o
el amortiguador mds Ca™ - ADP 1 mM y DIMBOA 5 mM. La reag
cién se realizé durante 5 min, inicidndose con la adicién

de 1,513 pe de CF, " a los tubos preincubados por 20 sege.

1
En la Fig. 26 se muestran algunas curvas de satura-—
cidén por sustrato del CF1+. Se ve que al determinar la
actividad ATP4sica en presencia de ADP 1 mM, aparece u—
na cinética sigmoide (Nelson et al., 1972) cuyo patrén
prdcticamente no se modifica al agregar, ademds del nu-

clebétido inhibidor, DIMBOA 5 mM al MR, aunque en este ca

so se obtienen valores inferiores de actividade
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figurae 26. Efecto de la DIMBOA sobre la funcidén de sa=-
. - i
turacidén del LFl en ausencia y en presencia
de ADP.

Las actividades ATP4sicas (5 min, 37°) se de
terminaron en un MR (1 ml que contenia Tricine-NaOH 40
mM (pH 8,0), las concentraciones mostradas de CaClZ y de
ATP, CF1+ (1,513 Fg) y ya sea: DIMBOA 5 mM (Q) o Catt—ADP
1 md (@), o bien, Ca'"—ADP 1 mM y DIMBOA 5 mM (D, o
nada (control, ®). la reaccidn se iniciaba agregando el
CF1+ a los tubos preincubados (20 seg, 37°) y se detenia
con 1 ml de TCA 0,5 N, midiéndose luego el Pi liberado
colorimétricamente (pdg. 121). Para cada curva se hicie-
ron blancos iddéneos con varias concentraciones de Ca’ t=—ATP.
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En la misma ilustracidn estdn dibujadas las curvas
controles sin ADP; se ve que ambas grdficas son hiper—
bbélicas, en tanto que la actividad enzimdtica es menor
con DIMBOA 5 mM, tal como se habfa encontrado previamen-—
te (Fig. 24). Al efectuar la representacién de Hill, se
obtuvieron rectas cuyas pendientes (correspondientes al
coeficiente de Hill: n), obtenidas mediante regresién 11
neal, fueron 1,099 , 0,894 , 1,842 y 1,566 para las ag
tividades determinadas en MR solo, con DIMBOA 5 mM, con
ADP 1 mM, o bien, con DIMBOA 5 mM mds ADP 1 mM, respectil
vamente. Se puede apreciar que el Hx afecta muy poco los
n, disminuyendo este Indice en 1la misme proporcidn en
presencia y en ausencia de ADP. Esto sugiere que 1la
interaccidén entre la aglucona y la enzima ocurrirfa en
un lugar distinto del sitio alostérico, en el cual se u-—

ne el ADP.

Ademds de los experimentos cuyos resultados ya se han
sefialado, se realizaron otros con la variante que en el
MR se colocaba un exceso de Ca612 o de MgCl2 equimolar
con la concentracidén de DIMBOA, encontrdndose que no ha-
bfa diferencias significativas con los experimentos ya
descritose. Esta similitud en los resultados indica que la
DIMBOA no inhibe la actividad ATPdsica por quelacidén de

los cationes.



6. Efecto del DTE sobre la actividad inhibitoria de 1la

DINMBOA
6ele Cloroplastos clase II activados por tripsina

Se activé la Ca’t — ATPasa en cloroplastos clase II del
modo como se indica la pdg. 120. La reaccidn de hidrdli-
sis del ATP se realizdé durante 10 min a 37 ° con luz am-—
biente, transfiriendo alfcuotas con cantidades variables
de DTE y fracciones de 0,1 ml del medio con la enzima ac
tivada, a 0,9 ml de un MR [ﬁris—HCl 40 mM (pH 8,0), CaCl
5 mM, ATP 5 mM y DIMBOA 2 mMJ. E1l P, liberado se midid cg
mo se describe (pdg.l121).

La Fig. 27.A muestra que la inhibicidén répida causa
da por la DIMBOA sobre la actividad de la Ca++~—ATPasa es
revertida parcialmente por el DTE, sugiriendo que el Hx
interactuarfa, al menos en parte, con los grupos sulfhi-
drilo accesibles de la enzima activada.

Por otra parte, se ve que ya a concentraciones de
0y5 mM del reductor se tiene el méximo de desinhibicidn.
En este caso, la prevencién (20 % de la actividad con -
trol) por el reductor alcanza entre un 27 % (con DTE 1 mM)
vy un 32 % (con DTE 20 mM) de la inhibicidn total produci

da por el Hx.
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Figura 27. de la inhibicidn causada

Fl.

tilacoides y activado median

Prevencién por DTE
por la DIMBOA en C

P
a

A, CFl ligado
te digestidén por tripsina. Se usé el mismo sistema que se
describe en la leyenda de la Fige. 21, excepto que el MR
contuvo DIMBOA 2 mM y las concentraclones aqui mostredas
de DTE. La actividad del control fue 137 Pmoles de Pi/mg
de clorofila/h. B. PPO ciclica.
indicado en la leyenda de la ilustracidn 18, excepto gque
en el MR hubo DIMBOA

seflaladas de DTH.

Se utilizé el sistema
2’
La actividad del control fue 3637 £ 72
Pmoles de ATP/mg de clorofila/h. Tanto el inhibidor como
el reductor se agregaron simultdnea e inmediatamente an-—

5 mM y las concentraciones aqui

tes de adicionar la suspensidén de cloroplastos para ini-
ciar la catdlisis.
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6.2+ Fotofosforilacidn ciclica

Se procedid del modo ya descrito (pdg. 118), salvo
que en el MR se incluyé DIMBOA 2,5 mM y concentraciones
variables de DTE.

En la Fig. 27.B se aprecia una reversidn parcial por
DTE de la inhibicidén rdpida por DIMBOA sobre la PPO cicli
ca, con un patrén similar al del caso precedente (pdg. an
terior), sugiriendo que parte del efecto inhibitorio de
la fotosintesis se deberia a la interaccidén del Hx con
grupos SH de la ATPsintetasa. En este caso, la prevencidn
alcanza al 31 % de la inhibicidn total que provoca la
DIMBOA . Ademds, al igual que en el caso anterior, con
una concentracién de DTE 0,5 mlM (o menos) ya se tiene

précticamente el mdximo de la reversidén.

g+
6ele LFl

En un Erlenmeyer se colocaron 14,5 ml del MR adecua
do (pdg. 124) y se preincubaron por 2 min a 37 °, inician
do entonces la reaccidén al adicionar CFl+ como para tener
24k Pg/ml. A distintos tiempos se tomaban alfcuotas de 1
ml, las que se transferfan a tubos con 1 ml de TCA 0,5
N dispuestos en hielo, midiéndose el Pi liberado del mo-
do ya descrito (pdge. 121). Paralelamente se hicieron los
blancos respectivos (distintos tiempoé de incubacidén sin

CF1+, el cual se agregaba a los 2 ml ge MR y TCA mezcla-—
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dos). Lo mismo se repitid, pero teniendo en el MR ya
sea: DIMBOA 5 mM, o DTE 5 mM, o bien, DIMBOA 5 mM mds DIE
5 mM que se agregd a los 5 min de incubacidn.

La Fig. 28 muestra curvas de progreso de la hidrdli
sis de ATP por el CF1+ incubado en diversas condicionese.
Se ve que la actividad catalitica casi no es afectada por
la presencia de DTE (en los tiempos ensayados), en tanto
que la DIMBOA la disminuye prdcticamente desde el comien
zo mismo de la reaccidn enzimdtica. En este dltimo caso,
la curva de progreso decae mds rdpido que en los contro—
les, lo gque podria deberse al efecto inhibitorio lento.
También se puede apreciar que al agregar el reductor al
tubo de CF1+ incubado con el inhibidor, la velocidad de
reaccidén aumenta en los minutos siguientes y no decae co
mo en el caso previo en que no se agregd DTE durante el
transcurso de la reaccidén en presencia de DIMBOA. Esto Wl
timo sugiere gque la inhibicién lenta seria parcialmente
revertida por el DTE. Ademds, como la pendiente de la gré
fica con el Hx m&s el DTE es menor que la pendiente de
las grdficas controles (Fig. 28) entre los mismos valores
de A (0,1 a 0,3), se puede decir que la reversidén de la
inhibicidén es sbélo parciale. Estos resultados y otros pre
cedentes (6+le y 6+2.) indican que la inhibicidén por

DIMBOA sobre la actividad del complejo CF. es debida, al

;3
menos en parte, a la interaccidén del Hx con grupos SH ac

cesibles de la enzima (probablemente los de la subunidady ).
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Figura 28. Reversidén por DTE de la inhibicidén provocada
por DIMBOA sobre la actividad ATPdsica del

—

b.Ll @

La hidrélisis del ATP se efectud a 37° en
frascos Erlenmeyer con 14,5 ml de un MR ¢

Tricine—-NaOH 40 mM (pH 8,0), ATP 5 mi, Caﬁlg 5> mM, CFl
(2,4 Pg/ml} y ya sea DTE 5 mM (@), DIMBOA 5 mM (Q), DIMBOA
5 mM con DTE 5 mM agregado donde se indica ([J), o bien,

consistente en
+

’

nada mds (control, @). La reaccidn comenzaba al adicio—
g P it L . f ey

nar el LFl ; a diferentes lapsos, se extralan alfcuotas

(1 ml) que se mezclaban con TCA 0,5 N (1 ml), midiéndo-

se entonces el P; liberado (pdg. 121).
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7. Proteccidén del CFl+ por yodoacetamida

7.1. Cinética de la proteccidn

En 400 pl de un medio de incubacidn [Tricine—NaOH
40 mM (pH 8,0), EDTA 2 mM y yodoacetamide (YAA) 10 mM]
se colocaron 220 Fg de CF1+ y se mantuvo a 25 °. A dis -
tintos tiempos se filtraron alicuotas de 60 Pl segin la
técnica de Penefsky (1977; pdg. 125) y a los eluidos se
les determind la actividad ATPEsica (pdg. 124) en un MR
solo o con DIMBOA 5 mM.

Se encontrd que la alquilacién de los grupos SH de
la enzima con YAA previene parcizlmente la inhibicidn
por DINMBOA de la actividad ATPdsica del CF . En la

1
29 se muestra el tiempo requerido para la mdxima protec—

e

ip
L5 e

¢cién otorgada por la YAA contra le inhibicidén por DIMBOA

5 ml.
7e2+ Inhibicidén por diferentes concentraciones de DIMBOA

Durante 1,35 h a 25° se trataron 615 pe de CFl+ en

800 Pl de medio de incubacidén, finalizédndose la modifica

cidén por YAA al filtrar por centrifugacidn. Luego se de

terminé el contenido de proteinas. Otra porcidn de CF1+

se mantuvo sin tratar con el agente alquilante. la acti-
vidad ATP4sica se llevé a efecto como se explic8 (pdg. 124)

excepto que el MR contenfa, ademfs, concentraciones varia

+

1 C

bles de DIMBOA; por cada tubo se usaron 4,1 Fg de CF
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Figura 29. Cinética de la proteccidén otorgada por la yo
doacetamida contra la inhibicidn por DIMBOA
5 mM sobre la actividad ATP4sica del CF;".,

Se agregb CF1+ (220 Fg) & 400 pl de un medio
de incubacién [Tricine~1\IaOH 40 mM (pH 8,0), EDTA 2 mi y yo
doacetamida (YAA) 10 m@] equilibrado a 25 ° ., A diferentes
intervalos, se fueron extrayendo alicuotas de 60 pl, las
que se Tfiltraron usando la técnica de Penefsky (1977; pdg.
125), determindndose la cantided de proteinas existente
en los eluidos (pdg. 125). La catdlisis enzimdtica se e-—
fectuaba adicionando parte de los filtrados (con 4,2 Fg
de CF1+—YAA) a 1 ml de un MR con Tricine-NaOH 40 mi (pH
8,0), ATP 5 mi, CaCl, 5 mi y DIMBOA 5 mM. Luego de 5min
de reaccidn (37°), ésta se detenfa al agreger TCA 0,5 N
(1 ml) y el P; liberado se cuantificaba (pdg. 121). la

actividad control fue 6,5 Fmoles Pi/mg protefna/min.
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by @ & de CF1+-YAA (CFl activado y luego tratado con
YAL) . '

En la Fig. 30 se observa que sdélo a concentraciones
1 mM o menos del inhibidor, se tiene proteccidn total con
ra la accidén del Ix. A medida que se aumenta la concen—
tracidén de la aglucona hidroxdmica, se tiene mayor inhi-—
bicidén de la actividad catalltica, existiendo siempre un
impedimento parcial. La prevencidn de la inhibicidn es
cada vez menor relativamente, scgin se desprende desde

la misma ilustracidn.

Los resultados precedentes sugieren que los residuos
de cisteina periféricos no son los dnicos grupos que
reaccionan con la DIMBOA para causar la inhibicidn obser
vada, inferencia que es apoyada por los resultados de

prevencidén por DTE (seccidn 6.).
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igura 30. Proteccidn con yodoacetamida contra le inhibi

cidn por DIMBOA sobre la actividad ATPEsica

del CF ™,

Se incubd CF1" (90 min; 615 pe en 800 pl de me
dio de incubacidén ) con yodoacetamida, se filtrd y el e-
luido se le determind la cantidad de protefnas y su acti
vidad ATPEsica (Q), concorde con lo descrito en le leyen
da de la ilustracidén precedente. Otra solucidn de CFl+sm
traté igual, salvo que no se incluyé yodoacetamida Q.
Las actividades control fueron 7,4 y 8,4 pmecles de Pi/mg
de proteina/min, respectivamente.
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C. CINETICAS DE REACCION DE LA DIMBOA CON AMINOACIDOS

Todos los experimentos fueron realizados en un bafio os
curo y termorregulado a 31 * 0,5 °. Se usaron tubos en
los que se colocaron 10 mg de DIMBOA. Las reacclones se
iniciaron adicionando 10 ml de amortiguador fosfato 70 mM
(solo o con alanina o cisteina) a pH 8,0 y disolviendo lz
DIMBOA lo mds rdpidamente posible en un agitador de giro
excéntrico (Vértex). Cada cierto tiempo se tomaban 2 ali
cuotas de 0,3 ml del medio de raccidn, agregdndose una de
ellas a 2,7 ml del reactivo de FeCl3 (pdg. 68) y la otra
a 2,7 ml de una mezcla control (consistente en 2,43 ml de
etanol 95 % v/v, 0,24 ml de agua desionizada y 0,03 ml de
HC1 37 % p/v, o sea, solvente solo del reactivo de FeClB)
Luego se midieron las A a 590 nm en un espectrofotdmetro
Spectronic 20, utilizdndose como blancos 3 ml del reacti
vo colorante o 3 ml de la mezcla control, respectivemen—
tee

Se estudid la reactividad de DINMBOA con alanina y con
cisteina, observando la desaparicidén de 4cidos hidroxdmi
cos (con reactivo de Fe013) con respecto al tiempo de
reaccidn. Se usaron algunas condiciones similares a las
utilizadas en la determinacién de las actividedes catall
ticas relativas a la fotosintesis (PPO, transporte de e-

lectrones, actividades ATP4sicas). En la Fig. 31 se mues
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jura 3le Efectos de aminodcidos sobre la descomposi-—
cién de DIMBOA.

i

Se muestran las constantes de velocidad de
pseudoprimer orden observedas para la desaparicidn de 4-
cidos hidroxdmicos desde soluciones de DIMBOA (4,74 mM)
con aminodcidos. Las reacciones se efectuaron a 31 % 0,5°
en oscuridad en un amortiguador fosfato 70 mi (pH 8,0) ¥y
se siguieron por a2l menos 2 vidas medias. El1 intercepto

IAh)
Q

. degrada-—~

corresponde a la constante de velocidad para 1

e

cidén espontdnea de la DIMBOA.
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tra la variacién de la constante aparente de las reaccio
nes de pseudo primer orden, ante el aumento de la concen
tracidn de aminodcidos. Se ve que: i) la DIMBOA se des -
compone mucho mds rdpido en presencia de cisteilma que en

ausencia de ella; ii) en presencia de alanina, la cons -

tante observada para la degradacidn del Hx es muy poco
mayor, aunque se observd una reaccidn clara entre el ami
nodcido y la aglucona (se coloreaba la solucidn).

Los resultados encontrados muestran que la DIMBOA in
teractda con grupos SH de manera relativamente lenta (del
orden de minutos a horas, dependiendo de la concentracidn
de tioles), dando productos en que la funcién hidroxZmi-
ca desaparece. Con el procedimiento de medicidn empleado
no se puede determinar reacciones rdpidas gue no involu-
cren la desaparicidén de la funcidén hidroxdmica, como es
el caso de las reacciones de adicién de tioles a grupos
aldehido, como el gue posee la DIMBOA en su estado acf -

1H

®

b

clico (Fig. 33; pdg. 182). De manera que puede es

1%

tar reaccionando con grupos tiol, amino u otros sin que
la funcidén hidroxdmica sea destruida, debido a lo cual,
con reactivo de FeClB, no se detectarfa la desaparicidn
del reaccionante (DIMBOA). Estos resultados fueron con —
firmados posteriormente, demostréndose que la DIMBOA reag

ciona con tioles formando productos de adicidén y/o de re

duccidén (Niemeyer et al., 1982).

s



DISCUSION

La DIMBOA inhibe el crecimiento poblacional de bacte-
rias, de hongos y de insectos, y provoca efectos téxicos
en plentas (Tabla I), desconociéndose su modo de accidén
a nivel molecular. Se puede suponer entonces que la DIMBOA
afecta uno o varios sistemas metabdlicos importantes y ge
nerales para los organismos mencionados. En esta tesis se
describieron los efectos de la DIMBOA, de su glucdsido y
de los carbamatos BOA y MBOA sobre reacciones de trans -
duccién de energfa, asi como la influencia de diversas cir

cunstancias sobre la concentracidn de Hx en el malz.

A. EFECTOS DE Hx Y BENZOXAZOLINONAS SOBRE LA ETAPA LUMI-
NOSA DE LA FOTOSINTESIS

Se escogibé el sistema de la fotofosforilacidn tanto
por su ubicuidad, por su semejanza funcional con otras
vias metabélicas de preponderante importancia biolégica,
como por el grado de conocimiento que se tiene de élyle

facilidad con que se lo trabeja.

177



Se estudid entonces el efecto de los Hx DIMBOA-Glc y
DIMBOA y de las benzoxazolinonas BOA y MBOA sobre la fo-
tofosforilacién (PPO) y sobre el transporte de electrones
en una suspensidén de tilacoides de espinaca, encontrdndo
se que 1los 4 compuestos inhiben las reacciones de trans-—
duccién de energfa (Izawa y Good, 1972) en ese sistema.
En contraste, otros dcidos hidroxdmicos bloguean el trang
porte de electrones en tripanosomas patdgenos africanos
(Clarkson y Grady, 1982). Estos autores observaron que
los dcidos hidroxdmicos heterociclicos y los de cadena
lipofflica larga inhiben la glicdélisis simulando la ubi-
quinona, un transportador de electrones intermediario en
el sistema glicerofosfato oxidasa de los pardsitos.

También se ensayaron los Hx sobre el complejo enzimd—

®

tico ATPasa, tanto en una preparacidén de tilacoide

do oy
S acTLl

vados por tripsina como en CF, soluble y purificado a hpo

1
mogeneidad activado por tripsina o por calor, viéndose
que la aglucona inhibe més que el glucésido en los 3 ca-
sos. El1 efecto de ambos Hx fue mayor en cloroplastos que
en el CFl alslado, lo cual muestra que en el CF? mismo
tiene lugar la inhibicidén, total o parcial; el primer ca
so es factible, ya que la proteina puede cambiar su con—
formacidén al ser liberada, de manera que se hace menos sen
sible al efecto de la DIMBOA. También es factible que per
te de la inhibicidén en los cloroplastos sea a nivel del

Fys posibilidad que no fue examinada.
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La influencia inhibitoria de la DIMBOA no se deberfa
al secuestro de cationes, a pesar de sus propiedades que

o de Mg++, no

lantes, ya que al adicionar exceso de Ca
aparecid una mayor actividad de los cloroplastos clase II
ni de las ATPasas.

Durante la activacidn del CFl por calor (Fig. 32) se
aprecia una interconversidn de 6xido reduccidn entre un
puente disulfuro y dos grupos sulfhidrilo libres (Valle-
jos et al., 1977; Andreo et al., 1979; Ravizzini et al.,
1980). Si la enzima se activa por incubacidn prolongada
con tioles, aparecen 2 nuevos grupos sulfhidrilo accesi-
bles como consecuencia de la reduccidn de un puente di -
sulfuro en la subunidad Y (Arana y Vallejos,1982; Valle-
jos, 1981). Esto, junto a otras evidencias (Andreo, 1976),
sugiere que 1los grupos tiol juegan un rol preponderante
en la actividad de la enzima. En un experimento prelimi-
nar (no mostrado) se activé la ATPasa 1ligada a cloroplas
tos mediante luz y ditioeritritol (DTE), agente que redu
ce puentes disulfuro, y luego se inhibid tal actividad
con DIMBOA; parte de la actividad perdida se recuperé al
agregar un exceso de DTE, sugiriendo que los Hx interac-—
tuarfan con grupos sulfhidrilo de la enzima. Apoyan e€s
ta sugerencia los resultados en que la inhibicidn por la
DIMBOA, tanto sobre la PPO ciclica como sobre la fa”t —

ATPasa 1ligada a tilacoides y activada por tripsine, es
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63 °c
—t

4 min.

Figura 32, Distribucidén de grupos sulfhidrilo en CF..

A. CFq nativo. B. CFy activado térmicamente.
Los grupos sulfhidrilo accesibles estén representados con
trazo grueso. La subunidad dl que no tiene grupos sulfhi
drilo , no se muestra por simplicidad. Durante el proceso
de activacién, se observe el intercambio de un disulfuro
entre la subunidad & y una o (Vallejos et al., 1977; An-
dreo et al., 1979; Ravizzini et al., 1980).
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revertida parcialmente por la adicién de DTE. Ademds, el
CFl purificado y activado por incubacidn prolongada con
tioles (CF1+), que posee 4 grupos sulfhidrilo periféri -
cos (Arana y Vallejos, 1982; Vallejos, 1981), también re
sulta inhibido en su actividad ATP4sica por los 4 com =
puestos estudiados, siendo la DIMBOA el mds activo.

Por otra parte, la DIMBOA se equilibra rdpidamente
en soluciones acuosas con el compuesto de cadena abier—
ta 2 (Fig. 33). La funcién aldehido de esta especie es un
electré6filo altamente reactivo ya que tiene un grupo car
bonilo adyacente que le drena la densidad electrdénica. A
demds, el dtomo de nitrégeno en 2 tiende a ser atacado
por agentes reductores debido a la atraccidén de electro—
nes desde los grupos carbonilo adyacentes. MZs aidn, los
grupos funcionales 2-0H y 7-metoxi aumentan la reactivi-
dad del enlace N—0 (Hashimoto et al., 1979). Asi, en la
presencia de nucledéfilos, la DIMBOA deberfa dar lugar, re
versible y rdpidamente, a productos de adicidén. En la pre
sencia de agentes reductores, el £tomo de nitrdgeno hidro
xdmico puede ser lentamente reducido a un nitrégeno amil
dico. Los tioles son tanto buenos nucledfilos como bue —
nos agentes reductores y las reacciones descrites prece-—
dentemente ocurren entre DIMBOA y tioles en soluciones &
cuosas (Fig. 31; Niemeyer et al., 1982; Argandofia et al.,

1982). Es concebible entonces que la inhibicién de la en
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Figura 33. Isémeros de la DIMBOA posibles de hallar en
soluclones acuosas.
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zima causada por la DIMBOA sea parcialmente debida a su
reaccidn con grupos sulfhidrilo de la proteina. Aunque
los grupos sulfhidrilo son normalmente mds nucleofilicos
que los grupos amino o hidroxilo (Friedman, 1973), que
normalmente estén presentes en las enzimas, estos dlti -
mos también podrfan reaccionar con el Hx.

Los experimentos realizados en la presente tesis mues
tran que la DIMBOA causé una inhibicidén rdpida y reversi
ble de la enzime. Este efecto se revirtid parcialmente
ante la adicidn de un tiol y se previno en parte median-—
te la alquilacidn con yodoacetamida de los grupos sulfhi
drilo de la enzima. Ademds, la inhibicidén por DIMBOA fue
prdcticamente incompetitiva, consistente con la ausencia
de residuos de cisteina en el sitio de unidn del sustra—
to; a la vez, no afectéd mayormente la sigmoidicidad de la
funcidn de saturacidén de la ATPasa en presencia de ADP,
indicando que el Hx no se une en el lugar en que lo hace
este nucledtido. Luego, es probable que la reaccidn de 1z
DIMBOA con grupos sulfhidrilo de la proteina induzca un
cambio conformacional en la enzima por el cual ésta pier
de su actividad normal. Con tiempos mds largos de reac -
cidén entre la DIMBOA y la enzima, eparece un proceso de
inhibicién irreversible, consistente con una probable 6xi
do-reduccidén entre grupos SH de la proteina y el Hx, aun

que la naturaleza de esta reaccidén no ha sido clarificada.
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Asf, siendo la ATPsintetasa una enzima ubicua entre
los seres vivos y siendo laz DIMBOA deletérea para un va-—
riado rango de organismos, su actividad como un inhibi -
dor de le transduccidén de energfe puede dar cuenta de su
amplia toxicidad. De hecho, experimentos preliminares con
preparaciones mitocondriales de corazdn de bovino (no mos
trado), indican que esos org:nelos son alrededor de la mi
tad de sensibles frente a DIMBOA con respecto a los clo-
roplastos de espinaca. Los complejos ATPasas que catali-
zan la sintesis de ATP en mitocondrias y cloroplastos g3
fieren tanto inmunolégicamente como en sensibilidad ha -
cia otros inhibidores. Por ejemplo, los dos bien conoci-
dos inhibidores de la fosforilacidn oxidativa, oligomici
na y aurovertina, no afectan la fotofosforilacidén (Ravi-
zzini et al., 1975), aun cuando la aurovertine inhibe la
ATPasa soluble (Lérdy et al., 1964). Sin embargo, ellos
son similares con referencia a peso molecular, composi -
cién de subunidades y actividad acoplante (Nelson, 1976
Penefsky, 1974).

Mgs adn, se ha mostrado que la DIMBOA inhibe la Nat-
K'-ATPasa de rifién (Villarroel et al., 1982). Ln experi-
mentos preliminares (no mostrado) se vio que €l potencial

de accidén de nervios cidticos de rana (Calyptocephallella

caudiverbera) era eliminado irreversible y completamente

luego de varias horas de exposicidn a DIMBOA 5 mM.
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Luego, es probable que la DIMBOA ejerza un efecto téxi
co por un mecanismo de accidén generalizada, como es la
sIintesis de ATP. Asf, a la luz de los resultados expues-—
tos, seria deseable estudiar el efecto de los Hx sobre o
tras ATT sintetasas, especialmente sobre aquéllas de or-
ganismos que son afectados por estos compuestos.

Por otra parte, ya que la DIMBOA reacciona con tioles,
es posible esperar que otras enzimas sean también inhibi
das por este compuesto. De hecho, se ha mostrado que o -
tros dcidos hidroxdmicos inhiben ciertas enzimas. Griffith
y Musher (1973) piensan que los hidroxamatos son inhibi-
dores efectivos y especificos de la ureasa bacteriana. E
llos habian comprobado que el dcido acetohidroxdmico era
levemente bacteriostdtico contra Proteus. Blakeley et al.
(1969) habfan estudiado la ureasa (hexdmero de ~ 480.000
daltones), que tiene 4 u 8 grupos SH poco reactivos y esen
ciales para su actividad y ~47 grupos sulfhidrilo tota-—
les; encontraron que la ureasa es inhibida por los dcidos
aceto— y cloroaceto-~hidroxdmico de manera reversible y D2
reciera que (formalmente) competitiva. Fishbein (1982)
mostré que los dcidos formo—-, aceto—, propio- e iso-hidro
xdmico inhiben la ureasa bacteriana en ratones. Gale y At
kins (1969) ensayaron alrededor de 60 dcidos hidroxZmicos
con la ureasa, viendo que sélo 5 no la inhibfanj; casi to

dos los que la afectaban, lo hacian ambién dentro de
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células intactas, atravesando la pared y la membrana ce—
lulares; encontraron que los hidroxamatos alifdticos imhi
bian de manera no competitive y los aromdticos de modo
mixto (le DIMBOA presenta un patrdn mds bien no competi-

tivo); observaron que el tratamiento del complejo Ewl(qg

b

zima~4cido hidroxdmico) con tioglicolato a pH 8, €n que
se reduce el hidroxamato a la amida correspondiente, res
tauraba la actividad enzim€tica. Algunos 4c¢idos hidroxd—
milcos se¢ parecen estructuralmente a la DIMBOA, de modo que
es probable que a2l menos algunos de esos compuestos estén
inhibiendo la ureasa por reacciones con los grupos SH ac—
cesibles que ésta tiene.

Por lo anterior, resultarfa interesante ensayar los Hx
ciclicos con otras enzi mas que posean grupos SH accesibles.
Sin embargo, se debe hacer notar que la DIMBOA aparentemen—
te reacciona con otros residuos aminoacidicos (pdg. 176;
Pérez, Fo Ja, oom.'pers.). Ademéds, algunos dcidos hidro-

micos reaccionan con grupos del sitio activo de enzi-

b
»

¢
mas: la hidroxiurea y la dihidroxiurea inhiben la ureasa,
siendo a la vez sustratos de la enzima (Blekeley et al.,
1960); dcidos X =aminohidroxdmicos inhiben enzimas descar
boxilentes (Smissman y Warner, 1972).

Por otro lado, en estudios enzimdticos realizados con ex-—
tractos crudos de gramineas, es necesario considerar la probable

presencia de Hx, los cuales podrfan interferir en la activi-

dad de las enzimas ensayadas.
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Be ESTUDIOS CUANTITATIVOS DE Hx EN PLANTULAS DE MAIZ
IH Rinconada

Otro aspecto relevante al rol que la DIMBOA desempefia

rfa in vivo como agente antipatégeno es el de las concen

—

traciones que alcanza en la planta. Se encontr§ que los
Hx no existen en los frutos del malz. Wahlroos y Virta -
nen (1959b) tampoco hallaron DIMBOA-Glc en semillas de
trigo. Virtenen y Hietala (1955) no detectaron actividad
antifingica en semillas de centeno no germinado, por lo
que no habria BOA, DIBOA ni DIBOA-Glec. Por lo tanto, los
Hx se sintetizan durante la ontogenia del vegetal (Figs.
17 y 18; Klun y Robinson, 1969). E1 hecho gue estos meta
bolitos secundarios se encuentren en los tejidos de 1la
planta antes que €ste tenga noméfilos fotosintéticamente
activos (sea en pldntulas etiolzdas o crecidas en la luz),
indica gue esos compuestos se forman a partir de precur—
sores ya existentes en el grano (metionina, glicina, ri-
bosa) a través de la via anabflica del dcido shiquimico
(Reimann y Byerrum, 1964). Posteriormente, al ocurrir la
fotosIntesis, se proveerfa nuevo material para la forma-
cién de estos metabolitos.,

E1l que el contenido total de Hx en cade pldntula va-
ya en aumento desde la germinacidn, seflalea que esos com—

puestos contindan sintetizdndose durante le ontogenia,

+
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aun cuando aparece una disminucién de la concentracidn de
Hx luego del mdximo alcanzado alrededor de los 3 — 4 Has
de edad. Klun y Robinson (1969), mediante dilucidén isot§
pice, encontraron resultados similares a través del desa-
rrollo completo de 5 variedades de maiz, tanto para DIBOA
como para DIMBOA.

La beja con la edad en las concentraciones de HEx de
un tejido cualquiera de la planta podria deberse a: i)
transporte de los glucésidos hidroxdmicos hacia los teji
dos nuevosj ii) dilucién, por crecimiento celular, de los
compuestos ya sintetizados; y/o iii) variaciones en las
velocidades relativaes de sintesis y degradacidn.

E1 hecho que la apericidén de los Hx coincida con 1la
germinacidén (emergencia del eje embrionario desde la ca-
riépside) y continde una sintesis neta de estos factores
antimicrobianos (Tabla II) hasta el momento en que nor -
malmente el coleoptilo surge en la superficie de la tie-
rra, suglere que tales compuestos podrian jugar un impor
tante rol en la defensa de la pldntula contra el ataque
de potenciales patdgenos habitantes del suelo. Dada la e
levada densidad de microbios gque usualmente existen en
los suelos humedos, de las altas concentraciones de Hx
alcanzadas en las pléntulas de algunas variedades se pue
de inferir la ventaja ecolbgica de tales razas sobre o -

tras que poseen menos ( o no tienen) Hx y que no dispo -
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nen de otros sistemas quimicos de defensa. Las concentra
ciones de benzoxazinonas hidroxdmicas (especialmente de
DIMBOA en trigo, mafz y Coix y de DIBOA en centeno) pue-
den ser, en el estado de pldntula, aproximadamente de 5
mM, lo cual es cerca de un 3,6 % del peso seco sl se con
sidera la forma glucosilada (Corcuera et al., 1982; Klun
vy Robinson, 1969; Virtenen et al., 1957), llegando, en
mafz LH Rinconada, hasta casi 20 mM (Fig. 18.A). Tales
valores son vdlidos si se toma en cuenta la planta in to-
to, pero se encontrdé que tanto la concentracidén de Hx co
mo el contenido total difieren entre los diversos dérga —
nos de un mismo individuo (Tabla VI; Argandofia et al.,
1981; Corcuera et al., 1982; Virtanen et al., 1957), llg
gando incluso a 28 mM en los noméfilos de plédntulas de 5
dfas (Tebla VI), cifra que puede ser superior en indivi-
duos de 3 -4 dfes de edad.

Por otra parte, al realizar cultivos en diferentes con
diciones, se vio que la concentracidn de Hx aumentd tan-—
to con menor temperatura coma con menor disponibilidad
hidrica, en tanto que el contenido por pldntula disminu-
vyé. Ademés, en los individuos que crecieron a la luz, la
concentracibn de Hx se incrementd, no asi la cantidad to
tal; tales diferencias se deben a la distinta proporcidn
(en masa) de los diversos 6rganos existente entre plédntu-
las etioladas y verdes. Esta explicacidén seria vdlida

tanto para la parte aérea como para la porcidén radical.
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Tuego, con los experimentos de cuantificacidén, se demues
tra que la concentracidén de Hx en mafz depende de les con
diciones de cultivo (temperatura9 luz, riegos), asi como
de la eded y del érgano analizado, con lo cual deberian
considerarse estos factores en los estudios cuantitativos
de Hx en gramineas, especialmente en lo que se refiere a
su correlacién con agentes patégenos. E1 contenido total
de Hx en la planta no es directamente proporcional a la
concentracidén de Hx, ya que depende también del peso del
vegetal y de sus partes, pardmetro que, a su vez, varia
segin las circunstanciazs del crecimiento.

Debe notarse que en las plantas intactas existen los
glucésidos de Hx. la mayor estabilidad de estos compues—
tos seria ventajosa para las plantas, ya que podrian ser
ccumulados , mds audn siendo inhibidores menos activos y
poco difusibles a través de membraras. Por otro lado, la
DIMBOA inhibid la sintesis de ATP en cloroplastos de es-—
pinaca, una planta que carece de este Hx. Los efectos de
esta benzoxazinona sobre cloroplastos de gramineas no son
conocidos, aun cuando se sabe que la DIMBOA causa cloro-
sis en hojes de cebada (Argandoﬁa, Vo Hey com. pers.) Jy
efectos téxicos en trigo (Elnaghy y Linko, 1962). También
algunas benzoxazolinonas afectan a especies de trigo (BOA
y MBOA; Elnaghy y Linko, 1962) y a avena (BOA; Virtanen

et al., 1957). Lo anterior, junto a la existencia del
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DIMBOA-Glc y de la nglmaosi@asa in vivo, asi como las
concentraciones naturalmente existentes de ese Hx y ben
zoxazinas relacionadas (mds de 10 mmoles/Kg de TF)(Fig.
183 Argandofia et al., 1981), comparadas con las que re-—
sultaron inhibitorias en esta tesis, sugleren una com -
partamentalizacidbdn a los niveles celular y/o tisular en
tal forma que ellos no afectan el metabolismo en grami-
neas. En relacidén con la restriccién de la distribucidn
de Hx, es posible que lz DIMBOA atraviese membranas, a

pesar de la relativamente baja K de asociacidén con mice
las (K = 103; Davagnino, J., COm. pErs.), ya gue su es—
tructura es parecida a la de otros dcidos hidroxdmicos

que si lo hacen (Gale y Atkins, 1969). Mas, dado su ca=—
rédcter altamente hidrofilico, es poco probable que el

DIMBOA-Glc pase a través de membranas celulares, a ex-
cepcidn de gue lo hage mediante transportadores. Luego,

2]

G -

N

serla también deseable estudiar la compartamentali
cién de los Hx in vivo, para lo cual las técnicas de ob
tencidn de protoplastos y de orgenelos intactos ofrecen

buenas posibilidades de realizarlo.

ey

Por otra parte, al romperse una célula ante el ataque
por un patdgeno, se liberarfa la aglucona hidroxdmica, la

cual podrfa causar la necrosis localizada de las células

{

vecinas debido a su posible accidén sobre im

hospedante

5
portantes vias metabdlicas (fotosintesis, respiracidn, y



192

otras). Esta muerte celular conllevarfa una falta de nu-
trientes en la gzona afectada y, vor ende, aislamiento del
patégeno en la porcidn necrdtica.

Por lo tanto, es dable suponer que en la planta existe
un doble mecanismo quimico de defensa por Hx contra micro
organismos patdgenos: i) inhibicidén directa de los Hx so—
bre los organismos atacantes, y ii) aislamiento y deficien
cia nutricional del patdgeno por la necrosis localizada de

las c¢élulas atacada y adyacentes.

C. CONCLUSIONES

La DIMBOA y el DIMBOA-Glc son inhibidores de reaccio -
nes de transduccién de energla, pues reaccionan con CFl'
La. DIMBOA reacciona con tioles.

S6lo una parte de la inhibicidn del CF. por la DIMBOA

1
se deberfa a su reaccidn con tioles. E1l resto se descono—
ce, aunque es probable que se deba a la reaccidén del Hx

con otros grupos nucleofilicos de la enzima.

E1 DIMBOA-Glc se encuentra en los tejidos de mafz en
concentraciones suficientes para provocar efectos téxi

COSe
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