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RESUivIEN

Diversas gramfneas contlenen gluoó*sidos d.e ácidos hi-
droxámicos cfolloos, l-os cuales se hidroLizan a 1as aglucg

nas oorrespondientes al macerar los tejldos. fales áoidos

irid.roxámioos (Hx) §on fitotóxicos e lnhiben el creolmiento

d"e patdgelou, d.esconor¡iéndose su lnodo de accidn a nivel mg

l-eoular. En esta tesis se aisl6 Ia DIMB0A (zr+-ainidroxl-7

-metoxi-l, 4-be a zoxazin-3-ona) y el DIMB0A-G1o (derivad o 2-

0- g -n-glucosilaao) r los IIx más abundantes en extractos de

ma{2. Ademásr se describen algunos efeotos sobre reaccio-

nes de transducción d.e energla acoplad.as a transporte d.e Z

lectrones, oausados por esos i{x, y se estudió Ia lnfluen-
cia que sobre el oomplejo CF, de espinacas e.ierce la DIivlBOA,

asf como la reactividad de este compuesto con aminoácido§.

Se ana11zó, medlante colorimetrfay oI contenido cle Hx

en extractos etdreos de matz LI{ Rinconada, Se encontró des

de nlvel-es no d.etectables (.: mg/Kg fF) en frutos no Eer-

minados hasta sobre un 2O % d.e3- peso seoo en non:ófilos de

5 dfas. l,as hojas presentaron niveles más altos que tallos
y rafces. T,a concentración varió con 1a edad de las plántur

las, al-canzando un nivel máximo a los 3- 4 dfas para luego

xvr-



disn¡inulr;Ia cantidad. total- d.e Ilx aumentó hasta los B - 9

dlas en cultlvos a l-a !uz, o hasta inás al)'á de los 12 dlas

en plántulas q.ue crecieron en la oscurldad. la menor dispo

nibllldad de agua y la mayor luminosidad d.eterminaron uo au

mento en la Goncentración, no asl en eL oontenid.o total.
En oloroplastos clase II de esplnaca, los I{x inhibie-

ron e1 transporte de eleotrones acoplado a la sfntesis de

ATP y prácticamente no dlsminuyeron e1 transporte meclidc en

condiclones basal-es o de desacoplamiento, ooncluyéndose que

son inhibidores de rea.oclones de transduccidn de energfa .

l,a DIIíBOA también J-nhibió ].a fosforilación oxid.ativa en u-

na suspensión de mitocond.rias de coyazín de bovino, aunque

en una inferior proporclón. I,o anterior sugiere un posible

mod.o de acción de l-os Hx en organismos donde resulten in-
hibitorios.

La DIlriBOA (: mtt) lnhibió total¡nente las fotofosf orila
ciones cfclica.y no clcLica y la AIPasa en cloroplastos cl?-

se II" Tambidn 1nhib1ó en un 60 oio aL complejo C!', purifica.

do y actlvado por calor o por digestión con tripsina y en

un 50 q, aI CF, activado por lncubaoión prolongada con tio-
les (Cfl+). El glucósido también disnrinuyó estas activirla-
des, pero con una IrO más de 4 veces superior a }a de la

DIMB0A. Este oompuesto lnh1bió la actiyidad Af?ásica del

CF-,* de 2 maneras: una reversibLe y práaticamente instant{I

nea y otra irueversible y lenta (tU = 2rB h). En estudj-os

sobre el efecto rápido, se enccntró que la DIlvlil0A no actua

:rv11



rfa en los sltlos actiyos no alostdricos, que lainhibición
es revertida paroialmente por tioles, y que la activiclad en

zir.rática es protegida en parte por la yod.oacetamida. 'Iam-

bién la inhlbición por llllr{80A, tanto de la fotofosforila-
ción cfclica como de Ia ATPasa ligada a tilacoldes y acti-
vad.a por tripsina, fue parcialmente revertida por ditioeri
tritol. Ad"emás, la DIII{B0A reacciona con tloles reyersible y

rápid.amente formando compuestos de adioión, asl como irre-
versibl-e y lentamente, dando lugar a productos r1e óxido -
reduccidn. lo antecedente sugiere que la inhlblción del CF,

por l-a IIII1BOA se d.ebe parclalmente a su reaccién con gru-

pos sulfhid.rilos d.e la enzima. Su reactivldad con tioles
permlte inferir que l-a DIMBOA poorla a.feotar otras enzlmas

cuya activldad clepende de grupos sulfhidrll-os.

;<vj-ij.



TNTRODUCCION

Se ha demostrad.o la existencia de varios ácid.os hidro

xámicos cfclioos (t*) en extractos de granifneas, siendo Ia
DII'íBOA el más abundante de ellos. ],a DIMB0A se encuentra en

la planta como un glucósido (nfmOA-Glc)r ef cual se hidrg
L1za enzimátloamente aI d.añarse l-os te.Jidos vegetales. Se

ha d.emostrado q.ue la DIIVIB0A proyooa efectos d.eletére os e n

plantas e inhibe d.lversos agentes oausantes de enferrneda-

des en gramfneas¡ tales oomo bacterias, hongos e lnsectos.

Por eIlo se ha propuesto que los IIx de ma.lz son lmportan -
tes en la resistenoia de la planta a los patógenos,

I,os Hx de gramfneas inhiben una amplia gama de orga -
nismos, desconocldndose sus efectos fisiológicos y su modo

de acción a nlvef mol-ecuLar. En esta tesis se pretend.e:

a) Als1ar DIIIIBOA y DIMBOA-GIo d"esd.e plantas úe malz y

estudlar algunos factores que afectan 1as conoentraciones

de estos comBuestos en las plantas.

b) Determinar un poslble moci.o de acción de la DIhIBOA

y del DIiliBOA-Glc a nivel molecular, estud.iando l-os efectos

de estos compuestos sobre Ia sfntesis d.e AfP en plantas.

I
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1. lescubrimiento de ácidos hid.roxámicos y compuestos reia
clonados

Yirtanen y sus asociados d^esorlbieron efectos lnhibito-
rios sobre el crecimlento de {usalium niv,ale causados por

compuestos presentes en extractos de centeno, malz y trigo
(Virtanen y Iiietala ¡ 1956; Ytrtanen e]b g!., 1g16ai tg56b;
HietaLa y iYahlroos, 1956i Yirtanen e! Bl., tg57). lrstos com

puest os f ueron ld.e ntlflcados 0 omo 1, 3-be nzoxazolin-Z-ona
(fOA, Fig. 1) y su d.erivad,o 6-metoxi-}r3-benzoxazolin-2-ora
(mSOa, I'ig. 1). Ind.epend.lenternente, Ko.yama ,y sus asocledos

(lg>>; 7957) lnformaron la presenoia deI coixol (i,tnoe) en

grariilneas del gdnero Qo-iX, De 40 gdneros de gramfneas exa*

mlnadosr deteotaron hl30A sólo en las rafces de Coix. EI gru

po de Yirtanen habfa d.ete.ctado benzoxazolinonas tambidn en

el follaje d.e trlgo ¡ malz y centens. Posteriornenter s€ e&

contrd que estos compuestos no existlan en los tejldos in-
taotos, sino gtter a parttr de algrln precursor, apareofan aI

moler el materlal fr'esco; se supuso entonces que esto ocu-

yrla por acti-vid.ad" enzlmátlca (Yirtanen y'f/ahlroos, 19rB)"

?_
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Figura 1. Estruotura de 1r4-benzoxaz|non¿rs y benzoxazo-
linonas encontrad.as en qramlneas (secciór: l-.).

3

R1 Rz

HH
OH H

0tH3 H

0ct 0cH3

D lB0A-Gc
7-0H DIB0A-6tc

D lM B0A- 6tc

DlH2B0A-6tc

qRz
HH

OHH
0tH3 H

0tH3 0t H3

R1 Rz

HH
OH H

0cH3 H

0tH3 ocH3

Tz [z-ü-Xr' o'-'l-ro-r*

¿ sx)'
HBOA

7-OH HBOA

HMBOA

Ht'.12804

fz
Rl -.4-0-o,-06tc$,,4,

0(H3

R1 R2

R1 R2

HH
OHH
0cH3 H

0cH3 0cH3

DIBOA

7-0H 0rB0A
DIMBOA

DrM?B0A

T,

R1 Rz

BOA H H

6-OH BOA OH H

MB 0A 0tH3 H

H2B0A 0cH3 0tHl



Pero luego, Yirtanen y sus colegasr en trabajos sucesivos

hasta 1964, mostraron que las benzaxazollnones s"on compue§

tos d"e descomposiclón no enzimátioa de los ácidos hidroxá-

mic os c orrespondlentes : 2, 4-d:.,hidroxi-l r4-be nzoxazLn-3-ona

(nfnOn, Fig. 1) Í 2;4-dihidroxl-7-metoxi-1r4-be nzaxazln-3-

ona (»fmnOnr Fig. l-); DIB0A y DIlvlBOA, a su vez, provienen

de l-os respeotivos glucósidos (d.erlvados 2-.r-. B -D-glucos1-
lados: DIBOA-G1o y DIMB0A-G1o, Fig. 1) por hidrdlists eazi

mática (lYahlroos y Yirtanen, J.959; \964; VirtanenyHletala,

I999ai 1999bi 1960; Hletala y Yirtanen, 1960a; 1960bi 1961;

tg62; Yirtanetr y Wahlroos, ]963).
Se propuso orue la DIMBOA libre existe en plantas d.e melz

(Virtanen y lVahlroos, 7963; i¡/ahlroos y i/irtanen, 1964). Es

tos autores encontraron que en las varied.ades de ma{-z clul-

ce y Early Al-bert no habfa hidroxamatos no glucosilados en

plantas jóvenes (¿" menos de 2 semanas), pero sf en plantas

más vlejas (¿e 1 a 2 meses) con las puntas de sus hojas clg

rdtic&sr AL anallzar la varledad !y 22, el1os enoontraron

que casl La mltad de la DIMBOA existente en la planta (*p"o

ximadamente 7OO ¡tglg TF) estaba en la forma no glucosllada

y concluyeron q.ue la ooncentración de Ia aglucona libre pue

de varlar oonsiderablemente en distintas variedades. Curig

samente, no encontraron MBOA en l-os extractos, a pesar que

l-a DIMBOA se d.escompone a MBOA y áoldo fórmico en solven -
tes acuosos. Se puede suponer entonces que la DIIUBOA hal1¿

d.a fue produoida al efectuar l-as extracoiones, y el corto

tiempo de manlpulación explicarla el- que no eRcontraran i\{80A.



5

Paralelamente, Beok y sus asoolados estudlaron la resisten

ola d.e plantas d.e malz contra un lnsecto perforad.or de es-

ta gramfnea, 0strln1a nub1la11s (Hübn.), encontrando que

un factor de resistencla era MBOA (eeck y Stauffer, Lg57;

Loomis et al., 1957). S1n embargo, Virtanen y sus colabora

d.ores observaron que no exlstfa la benzoxazol-inona en plag

tas lntactas d.e la mlsma varied-ad de nalz usad"a pm Beck gg

al. (Virtanen y Wahlroos, t963; l'/ahlroos y Virtanen, 1964),

encontrando só1o el DIMllOA-Glc y la agJ-ucona en el te jido
fresco y maoerado d.e esa variedad. (w ZZ).

liás apoyo para 1a conexlón entre precursores glucosldi-
cos, benzoxazlnonas y be nzoxazaJ.lnonas (fi¿ . 2A), proviene

del trabajo de Hamllton y col. (fgOZ)¡ qulenes aislaron
DIMB0A desd"e tal.J.os de malz mediante homogenj.zaeión en etg

nol y extracotón con dter etlllco y oaracterl-zaron el lix y
algunos productos de degrad.aoión tdrmica (trtnO*, ácido fór-
mico y amonfaoo). Los d.atos obtenidos confirman los resul-
tados de Vlrtanen y sus colaboradores" Posterlormente, Ga-

hagan y Ivlumma (fg0Z) extraJeron, en un sistema Soxhlet¡ re{

ces de malz maduro con metanol-cloroformo. Mediante crofi&-

tograffas en oolumna y en ca.pa fina lograron aislar un d"e-

rlvado reducido del DIIVIBOA-G1o, oual es eI 2-(2-hld.roxi--7-

metoxi-l, 4-be nzoxazLn-3-ona)- B -D-glucoplranósid"o (lilrlB0A-

Glc; Fig. 1). Ei- producto d.e reducción de1 DI&fBOA-Gtc tenla

propiedades cromatográftcas, espectrales (UY, IR, Niriii y IúS)

y puntos d.e fusfón iguales a las de1 compuesto extraldo de,s
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Figura 2. BJemplos de probables relaclones metabó1icas en

tre 1r4-benzoxa.zin - 3-onas y benzoxazollnonas
existentes en extr¿lctos de gramlneas.

A. Catabollsmo de ácidos l:.id.roxámicos clclicos
al- ocurrlr ]a citól-isis. Los glucósidos se hidroJ.iza.n enzi
máticamente y las aglucones se descomponen a benzoxazolino
nas de manera espontánea", con cindticas dependientes deJ me

dio (pH, temperatura, solventes, otros cornpuestos n y otras
c ondiciones) . B. Nexos d,e dxid.o-re d.ucción e ntre 1r 1+-be nzo

xazlnona-glucósidos. Aparentemente, 7-a. oxidacidn CIcurre 1n
yivq d.urante el d"esarrol"fo y la red.ucoión acontece en algu

ar, 
\

I§.,"

-r" \
I\r -,
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Ii'igura 2. C onti-nuación.

nos estados fisiológicos ¿rlterados rIe la planta. (páC. 54)t

cn tanto que ln vitro sólo se ha reportado Ia reducción
(Galragan y Ii{umma, 1967; Hofman e! 41.r 1970)* C. Anabo

lismo de hid.roxamatos of clicos ocurrido durante el desa-
rrol-Jo. El DILIBOA-GIo es el más abundante en trigo yma{2,
en tanto que el DIBOA-GIo 1o es en centeno. El DII'J2BOA-

Glc es el menos concentrarlo en las varj-ed.ades en que se

encuentra. EI 4r7-Ii12B0A-Glcr eüe no es hld"roxamato y pro
bablemente deriva riel DIIIIBOA-G1c, aparece en mayor pro -
porción en rafces de na{2, trigo y Coix, con respecto a

l-os ctemás glucósictos (mofman eq ¿iI., f970).



B

de las rafces, oomprobando asf Ia id.entldad d.el glucósido

alsLacio. Dada La slmllltud entre el ]{ldBOA-GIc y el DII{BOA-

Glc, l-os autores sugirieron que: 1) 1a forma lactámica pug

de ser un intermed"iarlo en l-a bioslntesls de 7a especie hi
d"roxámica, basados tambldn en l-a proposición d.e Reimann y

Byemum (fg6+), cual es que 1os enlaces C - N se forman a.n-

tes que ocurra la hidroxllación ciel N; ii) el que exista e1

Hh,lBOA-GIc serfa ind.icio que e1 glucoplranósido tambidn se

formarfa antes que suced.a Ia hidroxilación de1 N; iil) eI
q.ue d.isminuya 1a concentraclón del- DIN{tsOA-Glc a medida que

aumenta La ed"ad del lndJ-v1duo, señalarfa que un posibJ.e ca

tabolito clel hidroxamato es el HMts0A-Gl-cr el cual no sufri
rfa posteriores camblos (en Ia Fig. 28 se muestra esta re-
lación redox). Ti-pton et a}. qflOZ) analizaron p}ántul-as de

malz (ru, CI 31 A), encontrando también la Lactama IIMB0A-

G1c, cuya hldrélisls enzlmática produjo glucosa más e1 de

riyad.o red.ucido d.e la IIIMBOA, la 2-]rid.roxi-7*metoxi-lrlr-

benzoxazln-3-ona (IildB0A, Fig. 1). Con estos resultaclosrtam

b1én sugirieron una relac1ón metabólica red.ox entre l-os á-

oid.os hid"roxámic os y su§ lactan:as correspondie ntes, cono

fue postulado por Gahagan y N1umma (tgíl; ver Fig. Zts). Ade

más, Tipton g! a1.. (fO0Z) oorroboraron algunos resultados

d.e Yirtanen y su grupo al aisl-ar tanto DIivlBOA-Glc (ciesrie

plantas con sus enzimas inactivadas) como DIIIItsOA y DItsOA

(desde extraotos etdreos de plántul-as molidas); a La vez,

a partir de este último oompuesto y med.iante su d.escomposi
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oión tdrmica en agua, lograron obtener B0A. Con esto rati-
ficaron 1a reIac1én entre precursores y produotos sustenta

d.a por Yirtanen (rig. 2A). Tambidn postulalon una relacidn
metabólica entre eI DIBOA-GI-o y el DIi,E0A-GLo (fig, ZC) t

proponiend.o la vfa d.e s{ntesis DIBOA-G1o --+ 7-AH DIBOA-G1o

--t DlIltBOA-Glc, pero no pudieron d.ete ctar eL compuesto fe-
n6lioo lntermediarlo, el- cual fue aislado posteriormente

por Hofman g! gl. (fgZf).
Hofman y ilofmanová (fgOg) congelaron plántulas d.e malz

CIon nltrdgeno lfquldo y, med.iante fraoolonamlentos por fil
traoión en geles, determLnaron }a presenola de glucdsidos

de 1¡4-benzoxazlnonas en l-a.s plantas i-ntactas; no hallaron
agluconas libres,. Thompson g! g¿. (fgfO) obtuvleron el mis

rjio perfll de elución de glucósidos desde Sephadex $-10. ilof
man y Hofmanová qfSOS) enoontraron DIMBOA-G1o, Hi'viB0A-Glc,

DrBOA-Glc y HB0A-G1o, slendo dsta una nueya forma lactámI-
c& r el 2-(2-hidroxl-Lr4-be nzoxeztn-3-ona)- I -D-elucopiranó
sido (fig. 1). les parecid que los hidroxa¡¡atos con sus l¿c

tamas correspond.ientes (Ott,mOA-etc con HliiBOA-Glc y DIB0A-

Gl"c con liB0A-GIc) constituyen pares red"ox. iisto es apoyad,o

llorQüer al analizar plántulas de malz, clescubrieron (¿ue Ia
suma Hx + lactama permanecfa constante, aunque 1a relación
de Hx/taatama varlaba er¡ clistintas porclones del vegetal y

con las condlclones fisiológicas del tejldo. En tod.os los

ce,sos la proporclón de Hx fue ma.yor qu€ l"a de lactamas. l)e

aouerdo a Las sugerenctas cie Gahagan .y l,rlumma (fgOZ), se pug
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de suponer que 1a varlabllldad de 1a proporción lix:laotama

podrfa deberse a Jas dlstlntas ed.ades de Las porciones a-

nalizadas y e un proceso catabólico preponderante al agre-

{!er e1 herbicld"a atrazlna. Ad.emás, }Iofman y Hofmanová QO09

hallaron otros 3 glucdsidos (I-, II- y III-G1o) que no idep

tificaron y que, al parecer, dos de eLlos (f- y fI-GIc) tam

bldn corresponclfan a un par redox,

Ese mlsmo añio, Hofman et gI. (1969) publlcaron Ia pre -
se ncla en matz de1 2-(2r 7-dihid.roxi-1r 4-be nzoxazin-3-ona)_

- B -D-elucopiranós1do (Z-OU HBOA-G1o; Fig. 1), cuyas canti
dades en la planta son aproximad.amente l-a dácima parte de

l-as del- llf[iB0A-GIc .¡r de] HtuiBOA-GLc. Este compuesto lactá-
mico es uno d.e los 3 glucósidos de.soonocldos (I-Clc) pre -
vlamente alslad.os (Hofman y Hofmanovd, 1969) y tlene pro-
pied"ades cromatográficas si-mil-ares aI II-GLc, pero e1 I-Glc

no forma complejos coloread.os con FeClrr €rJ tanto que el
II-G1o da un intenso color azul, fo oual suqiere que ambos

son en realiclad un par red.ox naturaL. El- I-Glc (Z-OH llB0A-

ademds de otros

Klun et- aL.

zoxazolinona en

Glc) fue caracterizad.o por espectrometrfa UY, IR, M,[ty]'{S),

anáIlsis qulrnicos.

(fgZo) publloaron l-a existencia

tejidos seoos de malz, cual es

de

1a

toxi-2-benzanazolinona (tr,lrnO*, Fig. l), ouya estructura Ia
comprobaron por sf ntesis. Medlante espeotroscopfa d"e míi.sas

obtuyieron evidencias del precursor hidroxámico pertinente,

la 2, 4-dihid.roxl-7, B-d ime t oxi-l, 4-be nz oxazín-3-o na @tt'trlOa,

otra ben

6 r 7-d1me_
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Fig. f), exlstente en el homogenizad.o de plantas frescas;

pero no aisLaron el compuesto. Por la simllitud estructu -
raL entre estos metabolitos secund.arios y sus análogos prg

viamente d.esoublertos, I'ilun et aJ. (fgZO) supusieron 1a m:¡

ma relaci.ón entre 1a M.,B0A y sus precursores hidroxámicos
¿

DIM2B0A y DIMTBOA-GIo, eJemplificada en la Fig. 2A. Delnúg

mo modo supusleron una relación metaból-ica entre 1os ¿51uc§

sidos hiclroxámicos (fig. 2C) basarlos en que 1as concentra-

ciones de benzoxazol-inonas y sus prot)oreiones re lativas va

riaban en las p}ántulas, depend,iendo de La rar:a y c1el est¿

do de crecimiento.

A mediados del- mismo año, Ilofman et al. (:-gZO) reporta-
ion la exlstencia d.e otro derlvaclo glucosldico de 1r4-ben_

zoxazinonas, el 2-(2-hidroxi-4¡7-dimetoxl-lr4-be nzoxazLn -
3-ona)- I -D-gluooplranósid.o (tn17 llrB0A-Ci1c, Fig. 1) . Enoog

traron q.ue este deriyarlo no hiclroxámico es el mayor corxpo-

nente, d.el tipo gluoósirio de benzoxazinasr e R ralces de tr!
Bor malz y Co1x, aun cuand.o no dieron cifra.s al respecto.
iil n:ayor carácter lipofflico d.e La 4rZ-I{rBOA y su reacción

negativa oon FeCl, podrfa explicar el- que esta. benr,oxazi-

na o su glucósido no se hubiesen arslad^o antes que 1o logra
ra el grupo d.e Hofman medlante fittración en geles.

],uego, I{ofman y ilofmanová (rozr) reportaron er aislarnlen

to del DIL{2BOA-G1o (fig. 1), aunque su caracterlzactón quf

mica fue publicada ? aiios más tarde (ttofman y L1¿sojiriilevá,

1973). Con esto, corroboraron eI hallazgo de Klun g! al.
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(fgZ0), quienes habfan aportad.o evj-d.enclasr For espectrome

trfa d.e masas, de la existencia d.e la DIM2BOA.

Tambldn en 197).r €1 gruiro de i{ofnran ratlficó Ia existen

cia de un nueyo par redox d.e lr4-benzoxaninonas (Aj. en Ia.

Fig. 28)r correspondientes al I-Glc y al II-Glc (Hofman et

al-. ¡ 1969), siend o éstos el 7-0H IIBOA-G1o (rie. l), previa

mente id.entificado (i{ofnran et al., 1969) y e1 2-(214r7-trl
hldroxi-1, 4-be nzoxazin-i-ona)-B-D-glucoplranósido (7 - 0II

DIBOA-G1o, l'ig. 1) . Ad.emás, mostraron que sus respectivas

aglucona§ lactámlca. e hldroxdmica (Z-OU I{B0A y 7-0H DItsOA,

fig. 1) constituyen tamblén pare jas re clox (r; j. en Fig. 2B).

Posterlormente, Hofman y li{aso jid.ková (1973) r junto con

l-a oaraoterlzaoión de1 DII'1rBOA-Glc (l'tg. 1), public¿]ron el
aislamiento, por flltración en geles, del 2-(2-hidroxi-7r8-

-cli¡lp t cxi-I ¡ 4-b e n zoxan!n-3- o na) - B -CI-g1 uc o pJ.ra n ó si d o (11'd2r3 0A-

GIc, Irig. 1), siendo asl nueva-nen te encontred,o el par cLe rLe

rivados hidro:rámico .y lactámico de lc. misn:a 1r4-benz:,oxazL-

nona (ri j. en l-a Fig. 2E) r estando siempre la f orma o:<lctada

en maJror concentraclón en Ia plaitta.

Ulteriornp nte, lVood'rvard. et al. (fgZg¡) encontrarcn que

generaln:ente existe una proporclonalldaci directa de las con

centraciones de IIBOA, DItsOA y III{BOA con las de II1JBOA para

a, varied¿ldes de malz analizadars, aunque no observa:ron tal
corue l-ación con DIM2BOA. IJso apoya J.os probables nexos rrle-

tabólicos de pares red.ox .)'de metoxil-ación.
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En resumen, es posible suponer que: i) sóro Ee encuen -
tran in y-l-vo las 1r4-benzoxazinas glucosllad.as, sienclo eg

to avalado por los resul-tedos experlmentales d.e }lofrnan $

Hofmanová (lg|t), quienes reportaron la ausencia d.e Lr4 -
benzoxazinas llbres en plantas no d,añadas , incluso de 1a

variedad \Y 22 (Ytrtanen y !/ahlroos, 1963; lyahlroos y vlr-
tanen, 1964). iI) ExistLrfan nexos metabdticos entre los
glucósidos con respecto al- estado cie oxld.ación deL lü (f j.
en la I'1g, 28). iil) Habrfa conexlon€s metabdlicas entre

l-as d"iferentes benzoxazinonas en reLación con la presen *
o1a d.e rnetoxiLos en el- anillo bencénioo (¡j. en Ia Fig",2C).

2. I'{dtodos para cuantlfice.r DIhÍBOA y compuestos rel-aciona-

dos en extractos vegetal-es

Como ya se meno1on6, se ha reportad.o como cuantitativa
la producolón de benzoxazollnonas desde l-os ácirios hid"ro-

x§micos correspond.lentes. Virtanen y sus asoclados asl 1o

supusieron, llegando incluso a cal-cular el pe,so molecular

de la DIII1804 basados en l-os espectros d.el }ix desoompuesto

y de la MBOA, asf oomo en el- Esno de 1a MB0A, obteniendo

una masa mol-ecular de 2].4 daltons para eI hidroxamato (ivatrt

roos y Ylrtanen, 1919), pero no consideraron que los de -
más prod.uctos de la d.e¡irad"ación de la DIMB0A también absor

ben e 286 offir dando una absorbancia total maJ¡or q.ue La c1e

i\{BOA y slmi.lar a la equlvalente molar con DII'180A ('vVoodrvard

g! al.r ]978a). Posteriormente, Klun g! gf. (fgOg; l97oa)
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0onflable, por cuanto incluye etapas con pdrdidas no medi

das (d.lversas extraoclones y lavacios, paso por oarbón deg

actlvacio) y eL residuo final usado (fracción glucosld:-ca)

contiene aún impure zes, las q.ue pue den variar c on la ed.ad

y tipo de tejido de las plantas. Brand.es y }leitefuss GSZD,

por su lac1o, cuantlficaron DfliiBOA-Glc y DIL{B0A por fotome

tr{a UY (266 y 263 trür respectivamente) r Fero tales prooe

d.inientos contemplaban dlversas etapas, tales como molieg

da de tejidos, extraccién con solventes y cromatograffas,

de 1as cuales no exhiben d.atos d.e reproducibllidad; tampo

co d,lcen el grado de pureza cle los compuestos obtenidos,

1o cual es in:portante saber por las poslbles interferen -
clas en Ias leoturas de absorbancia en e1 UV. En plantas

tr¿rtadas con \uz (6 y t6 h de fotoperfocio) el-los miden 1a

concentracidn del Dfii'lBOA-Glc y d.e l-a aglucona ind,epenclien

ternente, inactlyando las enzimas de las plántulas por ca-

lor en e1 primer caso, y permltlenilo la hidróllsis total
en el segund.or de modo que deberfa.n obtener canticlacles e-

(lulmolares de ambos oompuestos. Sin embargo, lle¡1an a te-
ner diferencias d.e alrededor de 2A 'i d,e un hldro:tamato so

bre el otror ¡r e Ia inversa,

Para los propdsitos d.e esta te sis, vale la pe ne e scri-
bir ar:erca de los mdtodos fotométricos de Hofman j¡ llofrn¿r-

nová lfSfO) y de Hamllton (tge+a).

Iiofman y Hofmanová (fg0g) reportaron un mdtodo espectro

fotomdtrico para la determinación d.e los glucósiclos d"e ben
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zoxazinas. su procedlmiento Ínvolucraba: congelamlento de

l-as muestras en nltrdgeno llquido¡ pulverlzaclón en un rior

tero enfriado, extraccién con acetona a - 40 o , eyapora-

ción de l-a aoetona ba j o vacf o, filtracidn por §ephad.e x

G-10 y cuantificación de los glucdsÍd"os llor absorción en

el- Uy. Estos lnyestigad.ores no mencionaron lfrnites de de-

tecclónr r€produclbllldad d.e1 mdtod.o ni lnforrnaron de Ia

homogeneidad de los plcos eluldos desde la colur¡na.

I-lanillton (fg0+a) d.eterminó glucós1dos y agluconas en ex

tractos d.e nafz por le f,ormación de cornple jos azoles entre

los IIx y e1 FeClr, llsta c ombinación rtrufmica le resultó aI

ad.icionar 0r1 m1 de I'eCl, 0r1 I*i a. extractos d.e malz (elu1

dos de sd.e oromat ogramas e n pape 1) e n 1, 9 ml cle e tanol 95 {rt

IIC1 0rI N = l- :1 v/v. I,os o{)mpuestos más reactivos fueron

i-a. DI[,!B0A y su glucósido, con los cua]es hizo curvas es-

tánd-a.res (resultaron simllares) q.ue siguieron 1a ley d.e

Lambert-Beer entre 100 y 1CI00 nmoles /nL. IlamLlton supu-

so clue -l-as benzoxazlnas andlogas d.el- centeno (nffO.rL y

DIil0A-Glc) daban un color equivale nte sobre una, base mo -
lar. 0bservó lnterferencias por una sustancia presente en

hojas más vie jas, probablemente por elgrfn Hx d.esconocio.o

en ese momento (oomo eI derivacto 7¡B-dimetoxllado).
I,ong et e¡. (fgZ+), usando la tdcnica d.e Hamlltonr ro-

portaron un coeflclente de extincidn molar (trro) de sü0

A/ cm. Ilotaron que el c omple j o elia inestable . Obtuvieron un

I = 0r82 entre su procedimlento y el de llarnilton. Sullirie_
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ron el uso de su mdtodo en fitomejoramientos¡ f,d que es

más rápldo y requiere sólo 0r2 a Ar5 g fF / aná7l,s:.s, aun-

que la forma en que ellos obtienen las muestras (tos tro-
citos de tejido removldos desde 1as plantas son puestos en

tubos de vidrio y luego congelados durante Ia noche) per-

mitirla algo de hidró]isis de glucósio.o y J.a subsecuente

desc omposición d.e la agluooÍtÉr o

Su1llvan et gI. (fgZ¿r) modiflcaron e1 procedimiento de

Hamllton: las muestras d.e malz se congelaron, molleron y

refrigeraron en dter toda la nocher X eI material extraí-
ble en l-a fase oreánica se cromatografid en placas de ca-

pe finar se eluyó Ia bande correspondiente a Ia DII'úBOAr ffi

adioionó un reactivo colorimétrlco (con el doble del ¡¡eClj

usado por liamllton) y se estlrnó la cantidad de DItr,lBOA p11l

presente por Ia A e 59O nm. Pero Sullivan y sus colabora-

dores no determinaron l-as cantidades de DII','IBOA o de riu gfg

cósido remanentes en el tejido ni las de la l'{B0A presentes

en el- extrecto.

Corcuel'a (fgZq) mcdiflcó el reactivo de FeC1, cie l{amil

ton. Usó 5 nl d"e HCl -12 M, 50 g de FeC1r.6 HeO y 500 ml

de etanol 95 1!o v/v. A1 agregar este reactivo a tubos con

DI[1i]04, obtuvo comple ios de color azul lntenso con tr,ná, =

59o nm y un turo = 1.280 A/cn, coeficiente q.ue es un 52 (fo

nids alto que el de long e.t al. (tgZ+) " ?a1es rliferencias

en las absortividades podrlan explicarse, en lrarter por

J.as dlferentes proporciones de l-os oomponentes de los reac

tivos, especiaLmente del- FeClr.
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Asf e se ve q.ue el mdtodo de llamllton, adecuadamente mo

dificad.o y usando eI reactivo de Corcuera, permttirla cuan

tificaciones rápidas de I{x presentes en plantas y con 1f-
mites d.e detección aceptables: 10 nmole s/nl; por GIC es

2r5 nmoles/ml de acuerdo a Corcuera (tgl+) y a trYood.vsard.

(lgl¡). Corcuera enoontró que con FeCl, Ia fey de Lambert

Beer se mantie ne al me nos hasta 2 unidades de A, a la vez

que las cantid.ades determinadas por este proced.lmlento cg

lorlmdtrlco corresponden bastante especfflcamente a áct-

dos hidroxámicos, dado que por GIC se d.eterminan simila -
xes cantidad.es de éstos, correspond.ie nd.o, por € j. r en un

BA {c a la DII\180A presente en extractos de malz hechos con

acetato d"e etilo (Corcuera et 4., 1978). 41 ana1Jzar L5

varied.ad.es d"e malz tanto por GIC oomo por eI r¡étodo del

FeC1, de Corcuerar so obtuvo una expresión empfrica q.ue

relaciona los nanomoles de hidroxamatos totales por el má

tod.c del FeCl, (y) y l-os nanomoles de DIMBOA obtenictos por

GIC (X), oual es: Y = Or982.X + 01265 (Wood"ward, L975;

'lVoodward qL g¿., 1979b) " La pend.j-ente d.e esa recta. (Or9ee

t 0r021) indica una correspondencta uno a uno entre La.

DIiUB0A determlnad.a por GI,C y los hidroxamatos totales cuq

tifload.os por eI mdtodo del oloruro férr1co (para p}ántu-

las de t2 dfas de eüad). Tres varied.ades que estuvieron so

bre o ba.jo la lfna de regresión en forma notoria presenta

ron casi nada de DIBOA o DII{rts0A (¡aio) o una cantidad" e{

cepcionahnente alta d.e DII{ABOA relati va a ]a c1e DIf its0A (so
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(UaUed. et al., 1983); con I{g tiene una constante de esta-

bil-idad no detectable por titulación potenciomátrica (O"-

be c1 e t a1. 1 1983) .

3.1"2. Descompo-sicidn en soluciones

Desde las primeres publicaclones se ha reportado la

descor:rposlción espontánea de las 1r4-benzoxazinonas a las

2-be nzaxazollnonas correspondientes (fig, 2A¡ pág. 6). YiI
tanen y sus asoclados mostraron que la B0A y la ivlBOA son

produotos d.e degrad.ación de Ia D1B0.t\ y l-a DI},{BOAr r€spec

tivemente (t*rahLroos y Virtanen, 1919; Virtanen y IIietala,
L959i 1960; Hietala y Virtanen, 1960; I{onkanen y Virtanen,

1960a; 1960b; 1961-; Virtanen, 1961; Bredenberg gI a1", I962i

Virtanen y ilahlroos, 1963). También Ilonka.nen y Virtünen

(fOOf), med.iante un mátodo redioc¿uÍrnico, mostraron que La

DIB0A se d.escompone a B0A y dcido fd::mico y que este áci-
d.o proviene del C número 2 d.e la DfilOA" I,uego, Bred"enberg

et q}. (lg0Z) investigaron Ia descomposlclón cle la DIBOA

en tampones acuogos, encontrando que estas reacciones si-
guen oindticas d.e prlmer orden y son dependientes de lp"

concentracién de1 anión del conpuesto; postu.i.aron un meca

nismo que inoluye una d.esprotonación del 0II hidroxdmioo y

apertura del heterociclo, un ataque nucleofflico del 0 hi
rlroxámlco al carbonilo a,ldehfdicc, con liberación de I fol
miato y formación de un isoclanator eue se ciclarla pera

dar 80A. Este mecanismo no rectruiere la participación de o

tros compuestos, Después, Yirtanen y Vlahlrocs (tgí:) mcs-
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traron clndticas de descomposl.ción de la DII'íBOA a MBOA,

tanto en etanol 95 % v/v a 40 o , como en etanol al Zofo en

éter y óxldo de alumlnio ácido de i7oel-m a 20' ; en ambos

cesos persegufan tan séJ-o demostrar que 1a IvlBOA enoontra-

d.¿ por eI ¿jrupo de lleok en sus extraotos era un artefacto

de manipulación.

En nuchos trabajos se ha supuesto q.ue 1os Hx se dg

gre.dan ouantitatlvamente a l-as benzoxazollnonas pertinen-

tes (páS. 13). Sin embargo t [z en 1959, lYahlroos y Yirta-
nen habfan encontredo q.ue Ia agluoona, dlsuelta en amonfg

co aI 2, % en aguar s€ transformaba sólo parclalmente z.

IvlB0A. Ad.emds, Hietala y Virtanen (flOO; observaron cua11-

tativamente q.ue la producclón relativa d.e B0A disminufa aL

eumentar la concentraoión de DIBOA. Luegor e r1 L962, Iiamll

ton et al-. encontraron eüe r nlediante La descomposición tér

mica de la DI[180A en soluclón acuosa, no lograban obtener

la cantld ad cle prod uc t os e sperados .

Tipton et al. (fgZf) r estudiando Ia catál-isis por

DIITIB0A de la hldrólisis de sirnazj-na, encontraron que el- IIx

prácticanrente no se d.escomponfa e n soluciones acuosa.s (u¡
n:azlna I rTü!Í y DIMB0A 2 mM) durante t5 dfas a 37 o . Si¡ ern-

bargo, tales aseveraciones fueron basad.as en que eJlos no

vieron productos de descomposición d.e la aglucona en pla-

ces finas oe silioa gel y, a juzgar por l-a aparlencia de

est¿rs placas, la cantldad de DIMBOA no dlsminufa con el
transcurso de La reacción.
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§ados en ]a prod.ucalón de MBOA por GLC,,Iang qt aJ. Qgl>)

intentaron aorregtr sus resultados no sdlo pCI], las pdrdi*
das de MB0A ocumid.as en su prCIcediniento, stnotambidn por

su probable producción no estequiomdtrioa* Para esto, de§

componfan DII\,1B0A y la i\,{BOA obtenida }a. usa,ban como estdn-
d.ar en sus análisis pare la agluCIona, perü e}los no d.egra

d.eron XIlrlBOA 1rara estándares en la presencta. d.e los m1s

mos solutos y en eI mismo pH y temperatura Én que se d.es*

componfan las muestras lncdgnitas" Variaciü$es de estas

condiciones también son fue ntes d.e errúr, pues se compro-

bd que l-a velocidad. de tal reacoi-dn rJegradativa depend"e,

ademas de la temperatura, de] pll (Wood.ward q-! a}, I lg7tlai
I{iemeye:: §-§. g¿., 19BZ) y d* la cümposlcidn del med"io en

qu€ se ensuentre la DIlylBOA (Wood.ward g,§ *1., lg78a) 
"

L'a yel"ooLd.ad de desaparicldn d.el hldroxameto es e!
ta en relacldn oon el tlernpo reque:rido en algunos prooed.r

mlentos usad.os pela d.emostrar }a acttvtd.ad bf o1ógloa de }a
DIlmü"A, (Corcuera qt gI- , L7TB; Couture qJ 41,.r 3.g?li Dauver

1973; Klun g-!. q,1., 1967; Long g! ql,, LITT; lyoodward" e-383",

1978a). ill perfodo d.e semid.escomposicidn de la Dri'til0A cag

bla a medida que se altera. el pH (lVoodward q.! ql, s J.g7ga)"

r,a DrrlBOA se d.escompone por Ia accidn de ra Luz, especi;rl
mente }a ultravloLeta (¡ * 230- 315 nmi Aroa.ya et &I . r

19?8), DebÍd"o a 1o anterior, los resultados de expe::imen".

tos d.e lnhibioidn d"e} crectmíento ¡oblacional c1e d.iversos
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organlsmos deben ser oorregld.os (lYoodward gt 81,, 1978b),

tanto aquél}os de duraolón sfmilar o mayor que Ia v1d.a me.

d.Ia de d.esoomposiolón oomo aquéIJ-os en q.ue se cuantiflcan

1os productos y se correlaolonan cua.ntitativarnente con los

preoursores. Ivlás arfnl resultados de Bravo, H. R. (oomuni-

caolón personal) lndican q.ue la MBOA también e§ lnestable

en soluoiones aouosasr aunque su vlda med.ia de descomposi

ción es más de 7 veoes superÍor a la d.e 1a DII¡IBOA (deter-

mlnad.a a pi{ 3 y » ") r f eue se obtlenen d.lferentes rend!

mientos de l'{E0A en distintos solventes, Además, la IUB0A

tambidn presenta degradaoión fotoqufmica (Arcaya gI 3!.,
1g7B).

Por otro lado, Smtssman gf aI. (lglZ) slntetlzaron
r¡arLos análogos de la DIB0A y estudiaron la clnátloaylos
prod.uctos d.e su degradacldn; con base en sus resultados,

ellos propusleron un meoanLsmo para la reaoclón d.e d.escog

poslción sustancialmente dlferente del propuesto !or Bre-

d.enberg et al. (fS0Z). EI grupo de Smlssman sostlene que

el agua partlcfparfa en l-a reacción degrad.atlva en la etq

pa d.eterminante, según la slgulente secuencia de reaocio-

nes parciales: 1) apertura deI hemiacetal; if) formación

de un hemicetal por ataque nucleofflioo d.eJ. 0 fenólico al
carbonilo cetónlao (oon formaclón de un anilIo de 5 miem-

bros); 111) ataque d.e1 agua aI aldehfdo en posloión 2; iv)
sallda de un H+ desde un 0H d.eI C número 2 sal-lente; v)

salid.a d.e áoldo fórmlco d.esde ]a posloión 2 y d.el 0H en
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en posiolón 4, oon formación del tautdmero de &iBOAi y yl)
tautoraeri-zactén pala formar MB0A. De este mod.or €l agua

serfa esenci"al en Ia descomposlción d,e la DIL{BOA.

?osterlormente, Nlemeyer g;[ ef. (fgee) y Bravo g[
41. (fSe:) aportaron datos que sugieren que el mecanisrno

de Bred"enberg es oorrecto, puesto que 3 i) obtlenen lvlB0A a

partlr del Hx en solventes no acuosos; 11) los val-ores de

las constantes clnétloas observad.as en agua a dlversos pli

son oonslstentes oon ese modo de degrad"acidn; iii) 1a cons

tante obseryada en agua a plI 3 cae en la recta - 1,og Kobs

Vs. donlcid"ad, obtenlda con dlyersos solventes no acuosos;

1v) }a velocldad d.e d.escomposlolón en solventes no aouoaos

no varfa aI agregar agua a1 solyenten Estos resultad.os a-

valan la hlpdtesis que eI agua sólo aotrfa como solvente

en 1a d.egrad.aclón d.e 1a DIMB0A, y no oomo cataaizador o

reaoclonante, según 1o propuesto por Smissman e! aI" (:S6e¡.

En resunen, es generalmente aoeptado que: 1) en las
plantas intactas se enouentran los gluodsldos d.e los áci*
dos hidroxámlcos cfclloos y de las laotamas; 1i) al rom-
perse 1os tejldos, los glucésid.os quedan en contaoto con

alguna B-gluoosld.asa que oatallza sus hldrólisis, Iibe -
ránd.ose glucosa y 1as aglucones respectlvas; i1i) las a -
gluconas hldroxám1cas se d.escomponen a las benzoxazollno*

nas corre spond.le nte s .
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3.2. Propiedades blológlcas

Los ác1dos hldroxámicos de grarnfneas ,y sus compues -
tos relacionados fueron tempranamente estudlad.os como fac

tores de resistenoia e enfermedad.es d.e plantasr X so ha

propuesto que participan en otras funciones d,e la planta,

como por e jemplo: nutricidn mineral- (especialmente d.el Fe),

desintoxioacj.ón por herblcldas, mutagenicidad, estimula -
ción d.e la reprod"uooión en roerlores, :t otras. Un resurne n

d.e estas propied.ades se muestra en las Tablas I.y II (pág.

47) y a contLnuaoión se proporcionan algunos detalles aI

resDeoto.

J.2.1. Resistencia contra enfermed,ades

Al- mediar la década d.e 1950r s€ descubrieron algu-

nas 2-benroxazolinonas (fO¿ y l'180A), 1a.s que se consiclera

ron cono factores d.e reslstencia contra enfermedades d.e

plantasr For ouanto inhlbfan el creclmlento de hongos o

insectos (Vtrtanen y HletaLa, tgrr; Vlrtanen et aL. e l956a;

1956b; L997i Beolc y §tauffer, 1957; Loomls et al-. , L957).

Pero luego, Yirtanen y su grupo observaron que otros ex-
tractos de gramfneas prod.ucfan taL efecto aun cuand.o en g

Ilos casi no habfa 2-benzaxazolinonas (Virtanen y lYe"hlroos,

1958), mostrando posterlormente que 1os ácldos hioro:<ámi-

cos cfcLicos eran los factores inhibitcrios ¡;rimarios (J/ah¡

roos y Ylrtanen, 1959a; 1919b; 1964; Virtanen y llietc.La. ,

L919; Honkanen y Virtanen, 1960c; Yirtanen, 1961; Yirtanen

¡r \'/ahlroos, 1963) .
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Es asf que eI grupo de Vlrtanen examinó la exlste.[
c1a de posibles sustancles anttfúngicas en pla.ntas de La

famllia Gramineae ¡ eDContrando que al- menos en una etapa

temprana def, desarrollo, hay concentraciones suflcientes

conro para inhiblr eI creclmiento de ciertos organismos en

eI vegetal. Asf , Virtanen y i{ietala (tW» y Virtanen g!
al. (fg:6a; L956b; t957) estudiaron inicj.almente elefecto
d.e Ia B0A y l.a MBOA sobre algunos hongos (lnu.qar.iq$ nivA1e..

§clerotinia t:cifoliorumr AsJsrsillug fi€§f r Penicil-liu m

roquefortii, I\{u.cor §!. y lorq}opqiq_ ,Ut.j-}¿g) y bacterias
(Stai:]rylococcus aureus, Pser{Éomonlis fluo-rqscens y E¡cheri-

clria s-ql, y hallaron que todos estos microbios eran inhi
bldos en un rango de 0r3 a 1 mg/ml de sustrato. Lueg o ,

Iionkenen y Virtanen (fg6Oo) estud"iaron el efecto antiml -
crobiano de diversos derivados artificiales cle ir4-benzo_

xazlnas, incluida Ia DfB0A, encontranrlo cLue ésta inhibla
el creclmiento de tr', nlvale, g. aureus, P. fluolescei::s y

E. coli (Lr7 mg/m1 de sustrato e jercla un efecto tot¿rl- ).
Además, fa DIBOA tenfa una actlvirlad. intermedia entre los

deriyados con 1os C números 2 y 3 oxid.ados (tos menos in-
hibitorlos) y los compuestos con esos átomos reducj-oos (:¡s

más activos). Ylrtanen y sus a.sociados tambidn encont:raron

que: i) el Oii hidroxámico es importante en l-a actividad an

tirnicrobiana (Honkanen y Yirtanen, 1960c) ; ii) e1 nietoxi-

l-o e n el anilLo bencénico no inf luye slgnlf.l"catiyamente e n

el efecto inhibitorio d.e la benzoxazorinona sobre el cre-
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clniento microblano (lYahlroos y Yirtanen, 19r9b). Como co

rroboración d.e esto último, tan:bidn hallaron que Ia DXrts0A

se comporta,ba d.e mod.o s1ml}ar al d.e la DIBOA, aotuando arn

bas princlpalmente como fungistáticos sobre F. nivale a cog

centraciones oercanas a 0r1 mg,/ml ce sustrator €n que eI

efecto es casi total (lVahlroos y Virtanen, l9r9b; Iionka -
nen y Virtanen, 1960c), El hecho qu€ se determlnara que q

se nroho fuera lnhibld.o por las agluconas en e} mismo ran-
go de concentraciones que Las benzoxazolinonas (Wantroos

y Virtanen, 19r9b), puede deberse al- largo tlempo usado pa

ye los ensayos (varios dfas) r por' 1o cual- en realidad es-

tarfa viéndoser eo gran medJ-dar el efecto c1e los produc

tos d.e degradación (nOl o Ir,1B0A). Por otra parter €rr el la
boratorÍo de Yirtanen, ae encontró que e} hongo F. nivale
era poco afectad.o por los glucósidos de DIIIOA (Yirtanen y

I{ietalar f959b) y de DIl\,1304 (6 mg,/mt de sustrato causaba

50 f' de inhibición; lVahlroos y Virtanen, l-grgb).

En esos mismos años, otros grupos mostraron que Jas

benzoxazolj¡onas inhlben cliversos organismos, incluyenrlo
hongos, bacterlas e insectos. Beck y smissman (rgor) estu
dlaron las propied.ades lnhlbitorias del crecimiento d,e más

d.e 50 análogos qufmlcos d.e la B0A, usando l-arvas deL ln -
secto perforador del malz 0strl"nla nubilAlrls y cuJ"tivos de

Pentcil-l1um chr.vsoAenum como orgenismos t1e prueba; mostre.

ron que l-a concentreción q.ue inhlbfa en un 50 {o eL crecl
miento (r>J era aproxlmadamente 2 mti{ para i}OA y }lÍ80A, tan
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to de las larvas como de las colonias fúngloas. Aunque ta1

inhibición fue relatlvamente baJa respecto de los demás

compuestos ensayados, 1a IrO de Ia IÍB0A (pero no }a de 1a

B0A) está dentro d.el rango de concentraclones existentes

en extractos d.e algunas varledades de gra.mlneas resisten-

tes (lctun y Roblnson, 1969).

Elnaghy y I,inko (fgOe) ouantiflcaron el- DIMBOA-GIo

por espectrometr{a ultravioLeta (aunclue no dan los val-ores

de concentración) y encontraron une. oorrelación entre la
c once ntración de1 gluoés ido en ciiversas varied.ad.es de tri
go y l-a resistencia de estas pJ-antas contra e1 hongo cau-

sante de 1a roya en el tallo; Plrccinia graminls. IIallaron

que el DII\1ts0A-Gl-c no inhibfa el desarrollo d.el parásito en

hoja.s cortadas y ouLtlvad.as en rnedio acuoso, pero no lo
probaron d.irectamente sobre eI hongo cultivado. Inversa -
mente, lnoculaolones de uredosporas en canas de rrr.,lz no aI

teraban signiflcativamente las ooncentraclones de la frac

ción de DIMB0A-ü10. La DIMB0A (+ mtU) prevenfa oasi oomple

tamente el creolmlento del patógeno en hojas cultivadas ,

causanclo sinul-táneamente una fitotoxicida"d consj.d.era.b]-e"

Con B0A y ldts0A obtuvleron resultados similares, tanto en

cultivos d.e hojas escindidas como en plantas enteras. En

ensayos d.e germinaclón de las ured"osporas frfngloas encon-

traron que 6stas eran tambi-én inhiblrlas por DIi',{BOA y IrtB0A,

aunque no dicen Jas ooncentraclones usad.as. Tambián irallg
ron que eL contenld.o de glucdsido disminula marcaclamente
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en las áreas necrétlcas ama¡ilLas d.e trigo resistente ln-

fectado por eI hongo, 1o cual l-os lLevó a sugerir un rom-

pimiento enzimático del DINÍBOA-GI-o a }a aglucona ante el

d,año d.e l-a cdlula hospedera. Consecuentemente, eLlos pos-

tularon que la reslstenoia de1 trigo a la roya d.e] talio
d.epend"e, al nenos parolalmente: i) de l-a li-beraolón enzl-

mática de DIiUB0A ante la infección lnclplente de1 hongo;

ii) de la muerte de las células hospedantes debido a Aa ry
totoxlcidad de esta aglucona; y 111) subsecuentemente, d"el

retard.o en Ia germfnacLón de las uredosporas y en el cre-

cimiento miceLar. Cabrfa agregar que los efectos fi) y iil)
son debidos no s61o a los hldroxamatos libres, slno tarn -
bldn a l-a.s benzoxazollnonas formad.as ulterlormente,

Poste rlormente, BelvllLler y Pappells (WA¡a) cuantl_

ficaron lndireotamente tr de morlo no muy conflable (ver pág.

14) el contenldo de nIMBOA-Glc en el teJfdo medular j-n*

ternodal d.e las cañas de ma{z (4 vartedades) y 1o rel-acio

naron con La reslstencia a La putrefaoción del tall-o cau-

sada por e1 hongo Dlplodia zeae. Postularon una resisten-
cla a la penetraoión del hongo en la caña con base en el
contenJ-d.o de DIMB0A*G1o en la mádula, a pesar que ellos
mlsmo habfan enoontrado prevlamente una concentración de

la fracción d.e I!IB0A ,O {, mayor en La coyteza que en Ia nré

dula y habfan relaclonad.o cuantltativamente l-as fracclo -
nes de ¡lB0A con el oontenido d.e DII,,Í3OA-G1o (aeltiller y

Pappelis, 196rb).
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Por otro lado, Klun y itobinson (fg6g) r il€dlante di

]ución lsotéplca, d€termlnaron las concentraciones de B0A

y de t\tBOA en tejldos secos de 5 varled"ades de mafu,r €o d¡.

rrersos estados d.el d.esarrollo, y Las relaelonaron estequig

métricamente 1:1 con el contenldo de DIBOA y Dtlt4B0A en

los teildos (ver pág. 13). Por lnspeoción visual determl-

naron los grados de reslstencia de las plantas contra 1ag

yas de1 Ínseoto perforador del mafzr QsJ{*nl.a nubj-}a-Ils ,

observando que aqueJ-las vartedades q.ue mantenfan altas oon

oentraoiones en sus dtferentes estados de1 desarrolio *r*
reslstentes aI lnseCIto. Tambfdn encontraron una resisten-

cla intermedla en la varledad B 49 (cuyos extractos preseg

tan altos niveles de MB0A durante el estado de 1a pollnl*
zación), atrlbuyendo tal efecto a la DII/IB0A que se llbera
rfa enzlmáticamente (ante el ataque de las larvas aI coms

l-os tejldos). Otras 2 varledad.es contenlan bajas ooEC€n -
tra"clones d.e DIII{BOA y fueron susceptibles aL insecto, Sin

embar6¡o, 1os bajos nlveles de DIfotBOA presentes en las va-

riedad.es reslstentes B 52 y CT 31 A durante 1a pollnlza -
ción indican que este compuesto no es un factor en la de-

fensa expresad.a por estas yazas en tal estado de1 desarro

11o, indlcando que habrfa otros agentes que provooarfan

tal reslstenola (Xfun y Roblnson, 1969), aun ouando dsta

es cuaLltatlvamente lnferior a }a ocasionada por DIivlB0A.

Posterlormente, Klun g! a}" (fgZO) usaron un grupo

d.ialelo de 11" razas d"e ma{z para estud.la,r 1a ooncentración
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de DII{BOA (mldlendo MB0A por dlluc1ón lsotópica) en 1as hg-

jas Jóvenes y Ia reslstencla contra la prlmera lr.lfestac*dn

por 9. nubllaLis; encontraron coeficientes de oorrelación

estadlsticamente slgniflcativos, tanto para e1 caso oe las

varied.ades puras (I = - 0189) como para los cruzamientos

si-mples (, = - Or74). Estos resultados Jr otros obtenidos

en el mismo estudio les prove.yeron mayores evidenclas pa-

Ta decir que la DIIvIBOA es un factor qufmlco en la resis

tencia cleI mafz contra las larvas perforacloras.

l,uego, Brandes y i.leitefuss (fgf O) observaron que en

plantas d.e trigo tratadas con los herbicldes simazina omg

nolinurona se reducfa la lncldenoia de la erifermedact cau-

sada por los hongos Er.yslphe graminis y Cercosporella her-

potricholdes, mostrando, entre otros motivosr eu€ d.espuás

de J-a apllcación de cualqulera de ambos herbicldas, lacon

centracldn det DI[{B0A*G1o aumentaba en L/3, en tanto q.ue

Ia de DIL(BOA se incrementaba alrerledor de l-a mitad; pero

sus procedimlentos para ouantificar permiten poca. preci -
sión (ver pág. 15). Además, vleron que la hlBOA y Ia DII''ÍB0A

actuaron como funglstát1oos sobre Fhom* bglleggg (siendo

la benzo,xazollnona la más activa)r €D tanto que el DII\IBOA-

Glc no ejerce efeoto alguno.

Por otra parte, llofman y liofmanová (fgZf) coloca

ron plántulas d"e malz de 3 cm de largo en discos de vidrio

con papel filtro sumergid.o en 5 mm d.e Lrna. solución al 0rl

lo ae une mezcla d.e agluconas¡ las que fueron previamr:nte
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dlsueltas en etanol (Oicen unas pocas gotas) y dil-uidas

con egua. nespuds de 24 h, el creclmiento de las pIántu -
las se detuvo completamente y en 5 dfas ellas murieron.

I'ío hicieron controLes con etanol solo diLuÍdo en agua. y

ta.mpoco *orobaron los glucósidos. Además, hcjas de cebada

(Hor4eum distichuu; no posee hicLroxamatos clcl-icos natu -
ralmente) colocadas en soluclones de DII"{BOA incorporaron

esta aglucona., Ia oual habr{a causado clorosls en esos éq

ganos (Argandoñ.a, V. H,, com, pers.). Tod.as estas manifeg

taciones de fltotoxicidad se apreciaron con concentracio-

nes de Hx lÍbres (o benzoxazolinonas) inferlores a las fag

tibl-es d.e encontrar en extractcs de gramf nea.s. Además, Vj{

tanen g§ 1!. (tg>l) encontraron que la B0A previene la ger

minación d.e cariópsides de avena en una concentración d.e

alrededor de O15-J. ng/fyuto, aunque esta concentración es

alta en comparación a las posibles d,e encontrar en pli:n -
tas, que no exced.erfan d"e Ar035 mg ljOAr/fruto o de 0r1B mg

Ir{BOA/fruto. ilstos resultaclos aportan tar,lbién eyidencias a

cerca de: i) la no existencia d.e benzoxaainas llbres ni Ce

benzoxazollnonas en las plantas vivas (llofman y Hofmanová",

1971), excepto en l-as u onas dañadas del vegetal (nfn a?,hit'

y L1nko, 1962); 11) que parte de la reslstencia de grairf-

neas contra mioroorganlsmos infectantes se d"eberfa a} ai¿

lamiento de dstos en zonas necrdticas de aa pl:inta y pos-

terlor inhibicldn deL desaruol,lo microbiano lior deficien-
cias nutricionales (Blnaghy y lÍnko ) tg62),
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Consid.erando que la DII'¡IB0A no sufre una d.esoomposl

cldn oon una esteoulometrfa defl-nlda en solucLones acuosas

(Woodward e-t 81., t97sa) r §€ mostró que es Ia DIIvIB0A el mg

yor oomponente aotivo en aquellos extraotos de malz que soül

inhibltorios contra especles del gdnero Erwlrn1a causantes

d.e Ia pudrlolón blanda en eL malz (Corcuera qü ¿!., 1978).

Ad.emásr €D cultlvos bacterlanos: i) al d.eternlnar Ia acti
vidad antimicrobl-ana oon DII\{BOA degrad.ad.a (po, l-, 2, 3 o

L0 vld.as medias) ad.lclonada al méd1o, se detectó relativ¿
mente lroca inhlbiclón (V[ood.vrard gt g!., L97Ba); j"1) ]a I'ilBOA

no retardé l-a fase de latencia (aun cuando d.isminuyó la ve_

locid.ad del- creafmle nto expone nclal- bacteriano, aotue.ndo

€n concentraclones 5 veces más alta que en eI oaso Ael Ibü;

j-ii) no se vieron efectos slnérgicos entre MB0A y Dlllits0Á.

I'or e11o, es.factible d.escertar la posible lnhibiclón por

los productos de degrad.aclón de le. a¡lluconar €D que }a

I{BOA es eL nrayoritarlo (Woodwarcl et- *., 1978b).

La actividad lnhibltoria de la DL},{B0A sobre Envi¡la.

caro!_ovora (no patógena al malz) y g. ch:fysanthemi (pató-

gena) es afeotad.a por d.iversos faotores (lYoodvrard gt B].,
197Sb), tales como: 1) l-a poblactón 1nIcial cle cdlulas: a

mayor inóculo, menor efeoto provocado por Ia aglucona; iil
l-a temperatura: los autores ¡ pa.rá predeclr la lnhibiclón
del Hx sobre esos microblos, presentaron una fórmula teó-

rica en que se consid"eraron parámetros de la inestabili -
d.ad qufnica d"e La aglucone y de la concentración umbral- oe
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dsta que permlte eI crecimlento bacterlano; sin embargo,

tal modelo no resultó sufiolente para d"ar cuenta de 1os

datos obseryados (Corcuera g-f gI. , LTTA; Woodvrard. et q.1.,

1978b); ill') el- pH deJ' medlo; estos rfl-timos J-nvestigado-

res yleron eue r al real-i-zar ensaJ¡os a pII 5r5, la E. cl?Lh

tcvora fue más inhlblda que a pH 6179, supuestamente c1e-

bid.o a la mayor estabilidad. de 1a aglucona al pH lnferlor.
Sin embar¡io, 1a E. ohrysq¡tbemi fue sustanclalmente me

nos inhibida al piI más bajo, cuya raz6n serla reLevante

a La patogenicidad. de esta especie, ye que el pH de1 ju-
go d.e plantas d.e nalz molidas es ceroano a 5r5. lYoodv¡ard.

et al. (fgZS¡) dlcen no poder expli.car La intrigante pro

pleda.d d.e la DIIIB0A de ser aapaz de lnhibir cd]-ulas bao-

teriar:as d-espués d.e desaparecer del medlo. Concluyen que

es posible que exista a1gún prod.ucto de descomposiclón

lnhibitorio e.ue no pud.ieron detectar. No estucliaron el
efecto de la. temleratura sobre el u¡nbraL de inhtbición .
Tampoco analizaron ]a Lnoorporaci6n a l-as cdlulas, tanto
del I{x como de la ItlB0A.

Iacy * al. (fgZg) estudlaron 68 cepas de E_rwi-nia,

I',{idleron la susceptibllldad hacia la DILE0A por d.ifuslón

en egari lncluyeron 34 yazas de E. chr.tsanthemi alslad.as

desde malz (ECz) t 25 d"e g. chr.ysantheml a.lsladas d.esoe o_

tros hospederos (ECo) y 9 d.e E. carotovora (nC). De i-as

varledad.es de §Cs,t el BO f, fueron re.latiyamente resisten
tes oontra 1a IIlttsOA, en tanto que el 96 % de las ECo y
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el 89 fb Ae las EC resultaron relativamente susceptibles"

Basad.os en esto, adu jeron q.ue la rele clón e ntre el- hospe-

dero ortginal y la resistenoia contra Ia DII\{B0A puede re-

fle jar una respuesta del patógeno haeia e1 hábltat dentro

de una planta de malz; y como el 8A f, de las cepas c1e EC,

fueron reslstentes al }fx, ded,ujeron que este compuesto €sr

probablementer trD agente q"ue ejerce una presión selectiva

sobre las razas patógenas al maía, Iiero a algún nlvel dis

tinto deI de la resistenoia prinraria d.el hospedero" Esto

último 1o avalan nctand.o er¡€r en plantas de ma{z (relaoio

nad.as gendticamente) inoouladas con cepas de EC, resisten

tes y susceptibles a llIl,{B0Ar €tr general no hubo dlferen -
ctas signlficativas en cuanto a fo d,e plantas infectad.as ,

proporclón de plantas reslstentes y d.osis efeotiva rredia.

Ir{ás aún, al- menos 7 rauas de llC" susoeptib}es hacia }a a-

glucona fueron moderarlanrente patdgenas en plantas de malz

con DIITiB0A (varied.ad. w fUHt). fambián habrfa apoyo par -
clal por eJ desoubrlmiento de Klun y Robinson (fg6g)r eh

q.ue d.os varled.ades de ma{z con bajos niveles de DI},[B0A fu"q

ron resistentes a1 ataque del insecto Ostrinia nubllalis.
Sin embargo, las concluslones de lacy et a1_" Qglg)

no son muy seguras por cuanto en sus ensayos no considera

roni 1) párdidas d.e Ia activirlad inhlbltoria ri.e la agluco

na (Corcuera et a-1" ¡ 1978; Woodvyard g! al. , 1978b) ; il)
eI probable efecto negatlvo d.e algunos productos de degra

dación del ilr (oomo MBOA) sobre algunas variedades cie Er-
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Urq*?r que podrfan resultar tan lnhibldas por la aglucoüa

cono por la benzoxanollnona (trVahl-roos y Vi.rtanen, 1959b;

Elnagiry y Linko, 1962); iil) la incorporación deL Hx a l-as

céluIas bacterianas ; iv) 1¿¿ conce ntración d.e l-a DIIiiBOA e ir

Los tejiclos lnocularlos; v) el efecto del pli sobre Jas 68

raz"as anali.r,adas. A peser de 1o ante.'iorr el probable rol
de los lix colno agentes selectivos es aval-ado en pa.rte por

Corcuera et al. (fgae; ver pág. 42-),

Ulteriormenter se ha estudlad.o el- rol- que juegan

los áoid.os hidroxámicos en la reslstenoia de algunos ceree

les contra áfidos. ltea]lzando ensayo§ oon hembras ápteras,

se ha propuesto que:

a) Los ácidos hidroxámlcos existentes en la planta

actúan oomo faotore s prote.ctores contra Metorr-o1or.*rl_urq g:tg-

ho&ry (Argandoña et 31., 1980). Como apoyo de esia sugeren

cia, estos autores mostraron que: i) la tasa d.Íaria del

crecimiento poblacional del insecto se hace filenor en gra-

mlneas con concentraciones de I{x cada vez más al-tas (r" 
""

tud.iaron 4 especies); if) la concentración de Hx en gra -
mf neas se correlaclona con Ia reslstencla aI áfi-d"o, tantc
para los áoidos encontrad.os natural-mente (r = - A196) co-

no para el caso d.e la incorporación de DIIvlIlOA en hoj:s es.

clndld.as d.e cebad.a (I = - 0194); j-ii) Ia DI['IB0A en Goncen

traciones simllares a las existentes en plantas resisten-

tes, resulta deletárea para ninfas a]lmentadas oon rlietas

artifleiales" Tamblén estos ¿¡utores observaron que lal\¡lBOA
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causa una mortalldad baJa sobre pulgonas Juveniles alimeg

tadas artificlalmente durante 24 h (rro > 25 mM), efeeto

que es menos de un 7 16 Aet ocaslonad.o por la DII{B0A (rro

= 215 mlr[) con 1o cuel muestran que es lnsignlflcante la
contribuclón d.e este producto de d.escomposlcjóa a los re-
sultad.os obtenldos en los bioensayos oon DIh1BOA.

Por otra parte, Ios autores enoontraron que La

tasa del- crecimiento poblaclonal aparece más afectada por

la DIlvlBOA incorporada en hojas cortad.as de cebad.a que por

la concentracidn r1e áoidos hirircxámicos en J.as plantas in
tactas, siend.o el efecto Br5 veces mayor en e} prlrner ca

so¡ A este respeoto nCI dan explicacj.ones ¡rr aunque no 1o

señalan, poslblemente se debe a que midleron sdlo los i{x

que quedaban en los nomóflLos a,L final del experimento ,

sln oonsiderar que antes pudo traber mayores concentracio-

nes, dad.a su cualldad de degrad.arse. Ivlás arfn, Argand.oha et

g!. (rgeo) cultivaron hojas (tnfestadas con áfidos) duran

te 6 dfas en soluclones acuosas d"e DIMB0A a pl{ 5 y 25 o

(vida rnedia de DI],{B0A = 3r5 dfasl lYoodward e¡[ al. ¡ 1-978a),

en l.as cuales alreded.or d.e un 70 % d.e Ia aglucona se ha

brla d.escompuesto, originándose ldi30A y otros prorluc tos que

también pudieron haber contrlbuldo a l-a inhlbiclón.
Por otra parter €s factible suponer que el cre-

cl¡nlento d.e l-a población de insectos fue más fnfluido en

el caso de la lncorporación de DII,{tsOA no sólo por l-a ac

cién d.irecta del Hx (y de la MBOA), sino también por 1r:
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falta de nutrlentes en los nomófilos de Ia cebad.a (¿e¡i¿a

a efectos nooivos de 1os lnhÍbldores sobre esos órganos) y

quízá por l-a presencia d.e otros catabolltos tóxioos (como

algunos subprod.uctos de descomposlcldn d"e ]a aglucona).

b) T,a distribuoión poblaeional en gramlneas c1el á

fido Sohizaphis gramlnum sobre hoJas de dlferentes edades,

es regulad.a por eL contenido d.e ácidos hidroxámicos (¿rgan

d.oña et al., 1981), ?ara apo.yar estoe e1los acopiaron las

siguientes evldencias: 1) tn ensa..yos reaLlzados con plan-

tas de cebada y trigo (¿e 63 dfas d.e edad) infestadas aI

azav con dfidos, observaron una correlaclón llneal inver-
sa entre el 1{¡ d.e 1a población final sobre cad.a una de las

3 ho jas más .ióvenes, y su concentración d.e Hx; 1i) }a

DIIIBOA causó una dlsminuoión en ]-a sobrevivencia de nin-
fas aLlmentadas oon d.letas artlficiales (rr. : 119 mlll a

las 24 h y 0¡3 mM a las 48 h).

c) Se requere Ia hidrólisis del glucósido durante

la lnfección para que se manifleste la resistencla a los

áfidos (Corcuera et 41, r 1982). Para sustentar esta hipó-

tesis, los autores nostraron güe r al alLmentar nlnfas de

S " graminum con dietas artificieles, DI\{BOA I mM red"ujo el númmo rle á

fid.os a un L3 %, mientras que el DII'8OA-G1o 1o he.za sóIo

a un 88 Ío. Además, elIos obseryaron que: t) existe una co

rrelación negativa entre la concentración de I{x en extrac

tos vegetales y La resistencia d.e cebada, verios cultiya-
res d.e trigo, trlti.oale y malz contra l,fSJ-o,po.lg-lhigm dBho-
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¿U y §. sram¿qum; 11) la DIMBOA afectd de manera diferen

te Ia sobrevivenola de ninfas d.e 3 especies allmentad.as con

dietas artlflclales durante 48 h; la mortalided fue mayor

en S. gramlnu¡n (I^., = 0r4 ml','l), intermedla en U. d.irhodum
/v

(rro = 1r3 ml,'l) y pooCI notorla en Rh-opaLo-slpLr¡m ma4dis ( <

10 .É con 2 mL{). Con esto, y sabLendo que e\ malz (gramf-

nea con mayor concentración de lfu) es menos resistente a

&. &aldis que a otras especies de pulgones (ver j-)r los zu

tores postularon que Ia susceptlbilldad d"iferei-rcia1 de los

áfidos hacia los ácid"os hlclroxámicos pued.e d.etermlnar su

preferenoia por &iversos hospecieros; 111) en ensa.yos efec

tua"dos con nlnfas dt g. graminum nutrldas oon d.letas arti
ficialesr sc obtlene una correlaclón llneal negativa entre

el Log del" fnd.tce reproductlvo del pulgón y la ooncentra*

ci-ón d,e DII',{ll0A (O a 0r} mM), Con esto¡ los autores conc}g

yeron que el Hx deorece la tasa de reprod.ucclón a bajas

0oncentraciones y llega a ser letal oon otras superior€s.

l,uego r c on concentractone§ inter¡:iedla.s se tendrfan a.mbos

efectos, como aparentemente ocurrl6 en el expertmento de

distribucidn d.e S. grarnlnum en d.iferentes hojas de trif;o
(Argandoña g!. B]", 1981) .

Por otra parte, Corcuera ,et al. (tgLlZ) manlfesta -
ron rlesconocer eI tipo d"e acción que e jercen los I{x sobre

los áfidos. lvlencionan que tales compuestos pued.en actuar

cono repelentes o por toxicidad d"irecta. Durante eI d.esa-

rroll-o de esta tesisr e D su laboratorio se han acumulad"o
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evidenclas de que tanto el DILIBOA-G1c oomo Ia aglucona. ac

trfan medlante a,mbos roecanismos, siendo m¿{s tóxica esta tf}

tima.

En resumen, podrfa decirse que en las plantas 1r: -
tactas están los glucósidos de ácidos hiclroxámicos (poco

efectivos como antipatógenos)r p€ro se hiclrolizarlan ante

una infeccidn (Efnaghy y l1nko, 1962) o cuando Jas oé}u -
l-as mueren (setuitter y Pappe1is, 196Xa) ¡ llberándose las

agluconas (actlvas como antlpatógenos) r a 1o q.ue segulrla

1e muerte d.e Ja.s cdlulas afeotad.as debldo a Ia fltotoxici
dad d.e 1os l:ldroxamatos ]lbres (Hofman .y Hofmanová, L97li
Elnaghy y llnko, t962; Argandoiia, Vn H., coffi, pers.), Con

esta necrosis celt¡Iar se retardarfa el oreolnlento pobla-

oional de los fltopatógenos no sdlo por deflciencia nutr!
cional. en la zona l-nfectad.a (caso de hongos y baoterlas),

sino también por los efectos repelentes (caso de insectos)

y/o lnhibltorlos de las agluconas (oaso de hongos, bacte-

rias e lnsectos). §ubsecuentemente, ta"mbidn las benzoxazo

linonas forrnad.as al desoomponerse las aglucone.s pod.rla.n .q

jercer efectos negatlvos sobre los fltopatógenos.
En generaJ", hasta ahora en esta tesis se ha entre-

gado un cúmulo de evldenclas tendie ntes a demostrar que en

ciertas granfnea.s exlsten factores qufmlcos q.ue les otor.*

gen resistencia contra dlferentes agentes patógenos (ta -
bla I). Sin embargo, muchos trabaJos (Oe los aquf ane.air,a

dos y de otros menoionad.os en 7a fabla I) son inconrple
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tos en cuanto a determinar el rol que tales i{x Juegan en

la d"efensa vegetal, ya que no curnplen completanlente con

ciertos criierios bás1cos, como ios esbozad.os de manera

diversa por Salgaclo (fOSO). Tal-es irnportantes criterios
consisten en establ-ecer que e1 compuesto estuclj-ado (y no

otro(s) I corno algrfn(os) producto(s) catabólico(s)) :

le Disminuye la pobl-ac1ón de1 patógeno potencial y/c in-
piCe t tetarda o red.uce su crecimiento poblacional t {á

sea porque provoca mortaliclacl en e1 organismo atacante,

o porque 1o repele, o porque hace decrecer su tasa cle

reproducci6n y/a de desarroLlo.

2e Iixiste o se forma en las plantas resistentes en l-as

concentraclones neoesarias para provocar 1os efectos

¡r:e ncionados precedentemente, en 1os lugares d.ond.e ocu

rre el ataque (sean drganos, te jitlos o cdlulas) y en

el- momento en q.ue la resistencla se rnanifiesta.

3e I{o existe ni se forma en los regeta}es susceptiblcs,

en las colrcentraciones, lugares y momentos apropia-dos

para llrovocar los efeotos negativos seña.Iad.os.

4e Confie::e protección a L¿ls plantas suscetritlbles cuend.o

es incorporado a elIas.
Aun cuando en partlcuJar en ninguno <le los traba-

jos preoedentemente analizaclos se demuestra la validez

de todos los princlpios ya seiialaclos, dstos se cumplen

pera l"a nIl,iBOA según puede deducirse del" c on junto de ta-
les investiSiaciones, aunque faltarf a d.emostrar la pre se n
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cie d.el lIx en los tejidos y cálulas donde ocurre eI ata-
que por los patógenosr

'Iambidn los }lx han atraldo la atención de los in -
vestigadores hacia su probable desempeño en otros papeles

d.e la organizaolón y funcionamiento vegetales (ver más a.-

delante y Tabla II) r casos en 1os ouales d.eben cumpllrse

oriterios equivalentes a los precedentes.

3.2.2. Nutriclón mlneral

En la naturaleza se conooen compuestos con J., 2 o )
grupos hidroxámloos por moléou1a" I,os trihldroxamatos fol
man, con el lón férrico, oomplejos estables llamados sld"e

rocromos o slderóforos (como las ferrioxamlnas y los fe

rrlcromos)r d.e los que se plensa juegau un ro1 en e1 meta

bolismo d"e los iones metálicos en microorganismos, dond.e

se ha estudiad.o extensamente el transporte de fierro (ver

revislones por Nelland.s, a967; 1981; Emery, l97l y Lank -
ford., L973). Se ha oonslderado importante las altas cons-

tantes de estabiltdad. (1( : 1030) de Jos complejos férri-
cos para q.ue fos slderooromos funcionen como transportadg

I'es de fierro. Sln embargo, ácldos mono- y dl-hidroxámi -
cos tamblén forman fuertes complejos (f:10'o) oon át,o -
mos de fierro trivalente, involucrándoselos tambidn en el
metabollsmo d.eL metal y otras funciones en mlcroorganis

mos (ver pág" ,8), oomo es e]. caso d.e las micobactinas P

y 'I (Wheater y Snow, 1966) y d-el esquizoquineno (Davis et

Bl., 1971). Neiland.s (fgOZ) muestra una extensa J-1sta cre
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ácidos hidroxár¡loos producldos por microblos. Se supone

que los conpuestos mencionados son seoretados !or l-os mi-

croorganlsmos al med.io ambiente, uniéndose al Fe lt por

ende, solubiJ,Lzándolo¡ para luego ser absorbidos los com-

plejcs por las cálulas,

Una vez en el lnterlor oelular s para que el- fiemo

sea transferido e otros componentes celuLares (como pro -
telna.s hdrnicas y no hémicas)r e1 metal d.ebería ser reduci

d.o a t¡e(f f) (Netland.s, 1981) . En algunas plantas (no en

na"lz) se han hall-ad.o ta¡ibidn pollhidroxarnatos, suponiéndo

se que ta¡nbj-én ¡rodrfan jugar roles simila.res (absorci6ny/o

nretabolismo del fierro; Page , 1966) r aunque se acljudica al

ácido cftrioo el papel preponderante en la absorclón y en

eL. transporte de1 metal en vegetales vasculares (tiffin,
1966; Clark qt Al. , 1973; Iáuohli, t9?2-).

[lpton y Buel] (fgZO) encontraron aLtas constantes

d.e estabiliciad. entre el Fe(III) y Ia DIhIBOA (X = f02t) y

e} DIl',B0A-Glc (X = 10"). Aunque estas afinidades son va-

rios órdenes de magnitud" lnenores que las d.e desferuiside-

róforos (it = 10'o)r son a La yez muy superiores a 1as C.el

ácioo cftrico (X = 10"), Con base en esto y en l-as con -
centraclones d.e Hx encontrad.as en plantas jórrenes de malz

(fo-s a 10*3 ht), tipton y Buell propusieron que un¿l al-ta

ilroporción clel- ión férrlco d.ebe estar en forma de comple-

jo con los ácid.os hidroxámicos. Sin embargo, l..rtSandoña, v.

H. y Luza, J. (oom" pers.) no encontraron I{x en exuciad.os
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xilernáticos, siendo eI llmite de detección con reaotivo

d.e FeCl, < ) mg Hx/tt exudado" Suponiendo este val-or cofno

Concentración máxir¡a y conociend.o las conoentraciones de

ácidos orgánicos y d,e Fe en l-a sa,¡ia cructa, asf como las

c onstantes c1e :.'or¡nación (f) de 1a Dli'ii3OA y del ácid o c f-

trico con el fierror S€ enoOntrdr üe cliante ulr pro6rama cog

putaclonal. apropiado, que práctj-camente todo e1 Fe estarfa

quelad.o pot' ácidos orgánicos en el xilerna (Corcuera, L. J.,

coÍ1o pers.). 0 sea, 1os ácid.os hidroxámicoS ofclicos no eg

tarfan involucrad"os en e1 transporte longituclinal clel Fe.

Por otra parte, fa DII'dilOA taml:ián forrna oompLe jos con

cu(ff) (itiriart et al.r 1978; Dabed ejl Bf., 19sl) v otros

catioDes (i-raoeO et aI. e 1983 ; páe. f-9) . Asf , c onslclerando

las concentraciones de cu(rr) , zn(Ir) r ca(rr), Mn(It),

¡-e(rrf) , ác. málico, ác. cftrico y DhiBOA en las plantas

conrpletas, además de las respectivas K y del pH de los itQ

mogenizai.os de nafz (f rf)r se d.etermin6, nrecliante un pro*

grama d.e contputacióu 1dóneo, que de cada catidn habrla rr:ás

coiirpie jaüo lror DIii'iIJ0A que poI' los áciclos cftrico y málico

er) conjuntc (nat-,ed qt Q].r 1983). -üsto }levé a sugerir a

estos investigadores que l-a DIi[tsOA y otros ácidos in:.orox{

nlicos relacionados d.e gralrtlneas podrfan particÍpar en la

nutrlción mineral cie la planta como agente§ quelantes, aun

q.Ue l:eConooen q.ue eS preciSO clete.rr;tinar Su conCentración,

asf conio }a de ácidos o:rgánicos y tie cationesr X ef pii en

los dife re ntes collpartimie ntos de la planta a los niveles
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tlsular y cel-ular. It'Iás aún¡ debe oonsiderarse que en el- vg

getal intacto existe eI glucósioo de la DIi;itsOA, cuya K es

2 órdenes de magnltud menor que lá dela aglucona por el Fe+3

(fipton y Buell, 1970). No se han d.eterminaclo las constag

tes de estabilidad. entre el DI&iBOA-Glc y otros cationes ,

aunque probablemente no haya diferencias mayores, dado que

el sitio funcj-onal es el grupo hiclroxámico, que en eL gfU

cisido só1o podrla estar parcialn¡ente impeoido por erectos

e stdric os .

).2.3. F.eacción con herblcidas e insecti-cirlas

itoth y Knüsli (fl0f) encontraron eu€r in yitro, los

ácidos DII,UJOA, DIBOA y sus glucdsidos, eliminan las cuall.

dades tóxicas del herbiclda simazina, en tanto que 1as beg

z,oxazol-inonas IytBOA y B0A no 1o hacen; estos autores sugi-

rieron entonces que las agluconas y los glucósidos hicrro-

xámicos juegan un rol- en el fenómeno de resistencia cle al
gunas especies de plantas contra la sirnazina y compuestos

fitotó>:ic os relacionados.

AL respeoto, IIamilton (fg6+a) presentd une breye r§.

visión bibliográfica, fa q.ue pueo.e extraotarse como sigue:

los herbioidas de1 tipo 2*cloro-4 r 6-d"ialquilarnlno-s-tria_

ri-na son extensamente utilizarlos pare controlar male zas en

cultivos tLe tna{z¡ caña rie azúsay, sorgo y algunos otrc¡s ;

los d os d"e.rivad os más ampliame nte usacios son l-a 2-c1oro-4,

6-bis(etilanrino)-s-trLaztna (sintazina) y 1a 2-cloro-+-et!
lamino-6-Ísopropilamino-s-triazina (atrazina), sierlrlo más
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selectivo e 1 prim€ro. !11 melz no es ciaiiado por aplicacio-
nes de hasta 10 veces la cantid.ao rec¡uericia para coniro -
lar Las rnaleuas anua.lesu pero en general¡ otros oereal-es

son susceptibles. La simazlna es ctegradada no enzimática-

nente pol extractos y plántulas de ttalz, irivoluorándose a

1a DII,iBOA cono catallzador c1e tal degradacidn, en que e]

mayor proclucto es e1 d.erivaoo 2-hiCroxi-4 r 6-bis(etilanino)

-s-tria zina (triciroxisinazina, que es no f itotdxica) . iia -
nrilton (fg6+a) encontrd que: i) e1 contenido rie benzo>:a.r:g

linonas estaba directamente reLacionado con la capacidad

d"e ralces separaclas para forlirar nid,roxisimazina (Oti-sima_

zina) y a1¡1unos otros metai¡olitos menores i ij.) las ralces

que no conte nfan hidroxama.tos (avena, ce.bacLa, sorgo tiafey

60) no fcrnraron 0i{-simazina, aunque }lamilton cletectó otros

productos menores; iii) sin ernbargo, la tolerancia de va-

rias especies d.e Gramineae a la atrazina no se relacionó

oirectame nte con Ia oapaciclad d.e sus ralce s escindidas pA

ra nretabo ir:rzar P-t]-simaalna. En efecto plantas d.e trigo
y centeno (con i{x), ceba.oa y avena (sin iix) rhurieron 1ue-

"o d"e una senana de exposición a attezj.na Ar5 ppm en la so

lución de cultivor cR tanto que las de malz y Coix lachr..¡_

¡¡a-iobi fueron inhibic]as en su creci¡niento pero no preseg

taron otros sfntomas luego de un mes de estar expuestas a

5 o 10 ppm de atrazina, y plantas oe sorgo l{afer 60 ( sÍn

iix) y Dwarf Yellorv lVlilo (DYM; con llx) tuvieron una resi¡;-

tencia intermedia. De niodo que l{amilton concluyó eLre r aun
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cuando las benzoxazlnonas pueden jugar una parte en l-a tg

lerancia del sorgo üYiit, CoLx. y ma{zr / §u ausencia expJ-i-

car Ia susceptibilidad de avena y cebada¡ pár€ce que otros

iactores son inBortantes en este aspecto¡ puesto q.ue e1

sorgo iilafer 60 es resistente (no tiene Hx y sus rafces no

convierten sinrazina e OI{-simazina). El autor ta:nbidn apo-

¡ó la existe ncia d.e tales otros fac tores arluciendo que eJ.

tri6o y el centeno son intolerantes hacia la atyazi-na., aun

que sus rafces d.egradan simazlna, pero dI no consideró que

las variedad.es d"e trigo y ce nte no usadas tie ne n me nores co!

centraclones de IIx y degrarlan menos simazina que eI na{z Xt

e] g-S¡j!, 1o cual podrfa explicar la susceptibilidad c1e aque

l}as especles hacia la atrazina. i{ar:ilton tampoco hizo en"

sayos con atrazi-na sobre rafces (Ae plantas con y sin i{x)

ni experimentos d.irectos de reacción entre las benzoxazinas

y 1os herbicid.as, pero mostró que suspensiones acuosas de

extractos acetdnicos d.e ma{z mutante, con su contenirio ile

DIi,iiOA reducid.o I a 10 veces, formaron poca O1{*simazina a

partlr del herbicida correspondiente, a }a vez que L¿s pla!-

ias rnutantes resultaron me nos toiera.ntes e l-a etxazina que

las normeles (liamilton, 1964b) .

Thornpson g! gJ.. (fgZO) encontraron que en las hojas

"v tall-os ocurrfa otro lmportante mecanismo de desintoxica

ción por unión de la atyazina a los sulfhirlrilos de o-glg

t amilcistelna y/o glutatión, forrnar:clo conjugados peptfdi

cos probablemente d.e manera enzimática. irlc hellaron OC-a
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tyazina. Por otro lado, e11os observaron que en extractos

acetdnicos de Las raf ces del ma{z práoticarnente toda l-a a

trazina absorbida apareofa en J-a forma del derlvado hidrg

xilador J eue La velocidad de hio.roxilación disminufa coR

la to, en fo:rma similar a l-a desintoxioación por forrnación

de los conjugados peptfdicos. De ruodo q.ue también podrla

pensarse que tal hidroxil-aoión es enzimática, pero se co-

noce que la velocid.ad de fas reacciones qufnicas en gene*

tigadores obtuvieron una correlacÍón entre e] conteniclo de

glucósidos de benzoxazinonas (qu" incluye DIIIBOA-G1c if

nlrl0A-Glo) y fa tasa de trÍciroxil-ación c1e }a atrazina. De

inanera que la cleslntoxlcaoión en las rafces (formacién cle

Oii-atrazina) no neoesariamente es enzlmátíca, ya que pue-

de deberse a q.ue los ácidos hidroxá¡nicos se reducen y la
atyazína se oxida por simple interaccidn entre estos com-

puestos en la planta viva. Un experimento equivalente fue

realizado previamente ¿s ilt1rc por fi.oth y Knüs1i (fg6f) ,

y algunas otras evld.encias se obtienen o.e las observacio-

nes rne ncioneclas e n e I prdximo párraf o.

Hofman y liofmanová (1969) observaron que en melz ,

bajo la influenoia d.e ]a atrazina en la fase terminal de

su acción, hay un incremento distintivo d.e Hi,{BOA-Glc con

respecto e Ia forma hidroxámica (nfiinOA-G1c) y que si el
ire rblcida se adiciona e n cantlclacles suf icle nteme nte sran-
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des a7 malz como para actuar rápidamente, Ia suma DIiliBOA-

Glc más HI/tsOA-Gl-c permaneoe constante. Después, Hofman et

al-. (fgZO) vieron que cuando se aplica etraziaa sobre plág

tulas de malzr hay una disminución en la Goncentracidn del

4J ll2BOA-GIc (aet cual muestran también que pued.e redu -
cirse a HI,,{B0A-G1c)r €h tanto que eJlos mismos observaron

previamente que se lncrementa ]a concentra.ción de }a lac-
tama 7-0li i{ts0A-Gl-c ante eI mismo tratamiento (Hofman eL

3I., 1969). Es probable que el 4r7 iii2BOA-Glc tenga un irn-

portante papel en la tolerancia de las plantas cn J-as que

no se detectó Hx (sor¿qo lkfer 60) e incluso en Ias que exls

ten Hx (sorgo DYI\{, Co{x y nalz); ese compuesto no hid"ro -
xámico es nrayoritarlo en rafces de trlgo, maíz y Coix (Iof

m¿rn et l!., 1970).

Resul-tad os un tanto c ontral-,uestos a los d.el grupo
a /, .de Hofman (inclso preoedente) fueron obtenidos por Brandes

y Heitefuss (fgZf), qulenes reportaron aumentos en la. con

centraolón d.e DIIvÍBOA-GIo y de aglucona (l/l y l/2r re s},eg

tivanente) en plantas de trigo tratadas con simazina o mo

nolinurona (otro herbicida), aunque sus técnlcas para cuen

iificar tales ilx involucran muchas etapas previas a la mg

dicióu (po= Uy) r logrand.o con el-lo un grad.o de lmprecisión

diffcil de establecer desde su trabajo (páe. 15).

Por otra parte, Tipton et al. (fgZf) sustentar: l-a

hipótes1s que la DIIúBOA actría catai-fticamente en la hidró

lisis de simazina en soluciones acuosas (oonversión a Oil-



,6

slmaulna). Por lnspeoolón ylsual en pJ-aoas finas no obser

varotr descomposloión de DIIIIBOA 2 mM en a1\ta con simazina

1 mlr{ durante l, dfas a 37 o (pás, 2l). Con este resultad.o

no se preocuparon d.e cuantificar DIIvIBOA en los demás expg

rimentos, luego de ]levar a cabo d"iversas reacclones con

simazina a 37 o por 4 h, en que Ia vid"a me*ia de degrad-a-

clóndelIIxes =15 hapH 5r0y -2 ha vH615 (trvood.vrard

et al. r 1978a). Esos autores también señalan que la catá

lisis es lLevada a oabo más blen por el ácid.o hldroxámico

que lor el- anlón hidroxamatol con b¿lse en que a pH 5 ob -
servaron una más alta tasa de hldroxllaclón del herblcida

que a pi{ 6r5i no 1o hicieron a los pil I o 9, en que }ra:
brfa mucho mayor proporclón d,el anión (pues su FKa = ()r95)-

Además, oonoclendo la diferente tasa de descomposición de

la aglucona, bien se puede pensar que al pH mayor se hi-
droxjLó menos slmazina porque Ia DltvitsÜA se d.escompuso mf-

nimo B veces más rápido; de hecho, la diferenci-a en ta1

descomposición entre los pH , y 615 es simllar a La dife-
rencla entre las concentraciones de agluoona usadas (Z y

OrZ mltl). Por otro lado, también cabe l"a posibilidad" de ex

pl5-oar las d.i-ferencias observad"as, al menos en parter Fof

el efeoto d"irecto de la acidez sobre la slmazina en el lrre

dio de reacción: la DIillBOA (Z mll), a} d.escomponerse , tien
de a bajar e1 pH de las soluciones en que se encuentra, es

peclalmente sl l-os amortiguad.ores están d,iluicios (f mtli) ,

como algunos usados por estos autores.
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Tambidn Tlpton gF aI. (fgZf) mostraron evidenoias

sclbre las cuales suponen que son agregadosmoleculares de

la DIit{3OA los que cata1,J,zan la rrhid.rdl-lsis¡r de simazlna.

Pero, con respecto a ]a degradaclón del Hx en soluciones

acuosasr es diffcil que los resulta<los de fipton et al.
(fgZf) puedan ser val-idad.os, en vista d.e lo contrapuesto

con datos prevlos .y posterlore s. lJás todavfa, eIlos obtu

vieron porcentajes de r€cuperabilidad entre B0 y JO {o,7o

que confiere mucha variablLidad a sus resultad.os.

Asf, aún no está del todo clara, Ia forma en qu e

las benzoxazlnas juegan su 1:apel en el anulamlento rle La

intoricación por herbicidas en gramfneas, especialmente

in vivo. IÉl§ evidencias acumuladas hasta el momento son

buenos lndiolos de que los hidroxamatos de gramfneas cum

plen ese ro1, al menos parcialnle nte.

Por otro lado, Ioannou q! ql. (fgAO) mostraron

eue r in v_itrg, tanto homogenizados de malz como la DIIt{ts0A

purlficada catallzan 1a degradación del lnsectlcida Dia_

zinon t 0, 0-dleti1-0- [O-*util-2-(l-metÍIetil)]-+-pirimidi
nil-fdsforotioato), activi.dad, que depenCe d.e1 pi{ (concof

d.ante con ]o encontrado por fipton g;f aL., t97l) y del
tiempo de incubación (aaaa la inestabillda.ci del iix), asf

como de la edad y de la porc:-ón usa<ia de la planta :{ de

Ia fracción subceluLarr erl el oa,so ie l-os homogenizados.

Sin embargo ¡ ye sea la valid.ez de tales experimentos o su

signiiioado no han sld.o estudiados in vj.vo.
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En l-a Tabla IJ.B. (pág. 47) se muestra iln resumen

d.e Las publicaolones oomentadas en esta sección.

3,2.4, Otras funolones b1ológicas

Dlversos ác1dos hirlroxám-Lcos que exlsten en Ia na-

turaleza juegan tambidn papeles diferentes d.e ]os 3 prece

d.entemente anaLizados (aIelopatfas, nutriclón mineral y dE

gradación de herbicidas). Por e.jemplo s datúan como facto-
res d.e creoimlento, antlbióticosn a"ntagonistas de antibló
ticos, agentes de divlsión celul.ar, inhlbidores d.e tumo -
res (Neil-ands, t967), aunque no se conoce sl tal-es efec

tos están relaclonados a un simple evento fisiológico fun

dame ntal, e incluso en ningún ca.so es posible dar cuenta

de esta acción a nivel nolecula::. iln el- oaso de los áci -
dos hidroxámicos de gramfneas y corilpuestos relacionados,

se han publicad.o tambldn otros estudlos con respecto a e-

fectos ejercidos sobre seres vivos (disttntos de l-os tres
anterL ornp n te tratad os) , tales c omo l-os que a c ontinuación

se estudlan (ver TabLa II.C., pág. 48).

3.2.4.1, Iviutagenicldad d.e 1r/+-be nzoxazlnonas hj-d.roxámicas.

ilashimoto g_t qI. (1979) reportaron el efecto mutagénico de

DI[,180A, DIB0A y otras 4-hid^roxl-lr/+-be nzoxazin-3-onas so-

bre Salmonella t.yphlmurium. Pá.ra. ell-o, incubaban las oac-

terias con los compuestos a ensa.yar (eO min, 37 u ) antes

de agregar agar fundld,o y luego contabar: las colonias I'e-

vertantes auxotróficas para histidina. Encontraron que: i)

la IIIB0A y la DII,'IBOA se comportaban como mutágenos, apaye
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ciend.o e1 prlmero más activo; ambos compuestos mostraron

tambidn efectos bacterlcidasr lor 1o cual es probable que

la potencia mutagdnica de ambos agentes sea arln superior;

11) tar¡bién trrose'fan aotividad los derivaclos con un grulro

2-metoxi o con grupos 212- dimetil, ind"epend,ienterne nte de

las sustituciones en el an1llo bencdnioo. Con base en 1o

a.nterior, Iiashlmoto e_t al-. (1979) supusleron que se reque

rirfa la presencia del grupo 2-hid"roxi o de-l" 7-metoxi pe-

ra l-a actividad mutagénica. Sin embargor tro encontraron

mutagenicidad con el- d.erivado 217-tlimetoxil-ado, de1 que se

esperarfa una actlvidad similar a 1¿¿ del 7'metoxilad.o; a*

demás, observaron que la DII''{BOA (q.u" tiene el- grupo 7-rne_

toxi) fue menos actlva c¡ue la DIBOA. llste fenómeno po<lrfa

deberse a un enmasceramiento por eI efeoto bacterlcid¿r de

los I{x, pero los autores no dleron explicaciones a este

respeoto. I{abrfa sid.o interesante determinar la 1ncor1:ora

ción d.e los compuestos bloensayao.os a la cdlula o, me;jor

aún. al material genétlco; se podrla expl1car, v. gr.r la
nula mutagenicidad de los demás deriyados con ba.se en que

no ingresaron a las baoterlas, o que entraron y fueron oa

tabolizados antes de actuar.

3.2,4.2, Efectos farmacológÍoos d.e benzaxazolinonas. Sanl

et gf. (fgOe) mostraron Ia acción de f-X B0A (eOe susti -
tuida en Ia poslclón 3) como un a¡1ente relajante muscular

en ratones. Ellos señalan i.nyestigaciones previas en que

se muestra clue Ia B0A y ya.rlas l-X B0A producen inmovill-
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%acl6n en peces, a la vez que d.lversas 3-X B0A antagonl -
zan los estad.os de eleotroshook máxlmo y presentan act1v1

d.ac1 analgési-oa. Gomlta sI a}. (ff8f) realizaron una serie

de estudlos sobre efectos conductuales y elec,troencefalo-

grdflcos en ratas, comparando el colxol (tltnO-A,) con la clor

?,oxa?"ona (:-cloro-2 r 3-be nzoxazolin-2-ona = 5-C1 B0A) . C on

base en los fendmenos observaclos, eli-os concluyeron que la

I',lB0A tiene propiedades farmacol6gicas cualltativamente si
milares a fas d.e la ,-Cl B0A y actúa como un relajante mus

cular central con efectos anticonvulsionantes. ?or el ca-

ráoter cLe su traba.Jo, no estud.iaron otros aspectos, como

la posibllidad que les ratas ingieran IvfBOA naturalmente en

las dosts utlllzadas y de su absorción a travds del sis-
tema d.igestivo, Pero tampoco experlnrentaron con otras d.o-

sis y/o con tiempos más largos d.e exposlclón ni analiza -
ron posibles efectos sobre los animales de compuestos re-
lacionad.os a. l-a I,{80A, como sus precursores en gra.mf neas

(¡ltri¡0,q., DnriBoA-Glc) .

3.2.4,3, Bstimulaclón por IdBOA de la reprod.ucción en ii,lÍ

crotus montanus_" Sanders gi a1 (fSAf) exhibieron varias q

videncias tendie¡ltes a demostrar q.ue la [tB0A estimula la
actividad reproductiva en el ratón acuático [,1. ryontanus .

Paralel-amente, Berger et al. (fSAf), con base en los re
sultados obtenid.os y en otros previos, proponen que eíie

benzoxazollnonar eue suponen exÍste en eL recurso a1imen

ticio yegetal, aotria como una señal pera gati]l-ar el es
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fuerzo reproductiyo de U. montalus. Sanders et al. (fggf)

creen que este mamffero reoponde ante lndicadores qu{m1 -
cos presentes en sus alimentos, iniciando su esfuerzo re-
produotivo ante alto consumo de IviBOA y terminánd.o1o ante

}a aparioión de áoldos oinám1cos, presentes en gramfneas

maouras y q.ue funoionarfan oomo señaI del deterioro del re

curso alinlentlcio. Sln embargo, estos autores nada d.ijeron

cuantitativame nte acerca d.e : i) cantidades de vegetal-es

que 1os individuos de U. montanus debfan ingerir para ob-

tener les dosis de IviBOA usad.as; ii) Ia exlstencia d.el

DIiriBOA-Glc y la ausencia d"e l-a l,(B0A en La planta verde in
...\tacta; iii) Las conoentraclones d.e iix en las plantas nu -

trie nt es; 1v) los efectos flsloldgicos d.e los I{x en I o s

rator€sr Sanders e_i a],. (fSaf) también reportaron que La

DII,'ts0A es unarfracolón activa'r. Es probable que en Jos tg
jioos frescos lngerldos el- DIL1BOA-G1o se hidrollce a la *
glucona, ya sea por l-a B-glucosid.asa vegetal o por enzi-

mas presentes en el- tubo digestivo del mamlfero (Honkanen

J¡ Yirtanen, 1960b). Pero tambldn es factible que ]a DIivtsOA

se degrad,e en eL lntestlno (t%. t h)" Además, Sanders et

al. (fggf) encontraron que dosis i.p. mayores q.ue 1, ug cr€,

IVIBOA (en 3 dfas; efecto máx1mo) ceusen menor estimulación

e incluso aparece inhiblclón reproductiva al inyeota.r 600

ug i.p. de la benzoxazolinona ("n ) d.la"s). las rlosis sefia

Ladas corresponderfan entre O175 y 3 mg I',IBOA/Kg anlmal, de

modc¡ q_ue probablemente los efeotos negativos que estos a.u
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tores enoontraron oon las dosis altas se deberlan, al me-

nos en parter a la influencia sobre el sistema nervioso

central que deteotaran Gomlta et e¿. (fgef i pág. 60) r €D

que el- carbamato actuaba qomo relajante muscular central
en ratas y ratones oon d.osis i.p. entre 20 y 100 mgr/Kg,

También resuLta interesante notar )-a dualiüad d.e efectos

e jercid.os por l-a DI},IBOA sobre áfid,os (Corcuera et g].¡
1982 ; páe. tr3) .

Por otra parte, cabe destacarr con respecto a la
ingestión de MB0A y oompuestos relaclonados (nOA, DIl,iiJOA,

DIB0A y otros) r eI efecto que estas sustenclas lnhibiclo -
ras puedan tener en la composición d"e }a. flora mlcrobiana

entdrica de l-os anlmales consumidores prlmarios, fenómeno

que tambldn menclonan como posible Yirtanen et al. (L957)t

larticular¡nente oon respecto al ganado.

Ademásr 6e ha propuesto, con base en sus altas con

centraclones en las p}ántulas en gerni-nactónr ere los iix

podrfan jugar algrín papel en el- desarrol-lo del vegetal

(ftun y Robinson, 1969). Vlrtanen et al. Q.957) no hall-a-

ron influenolas d.e benzoxazollnonas sobre el creclmlento

en longitud de cotlled.ones. Las benzoxazoll-nonas lviB0A y

Iy{280A lnhibirfan la unlón d"e hormonas vegetales a r€cepto

res ligad.os a membranas (Yenls y V/atson, 1978).

Las evidenolas comptladas hasta e1 momento muestran

que los Hx existentes en extractos de gramfneils, de l-os
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oua1es la DII¡iBOA es el más abundante, partlclparfan en rrg

rj.os roles funclonales, de los rtue La d.efensa contra patf_

genos es e} que más atenoldn ha recibld"o. Se ha visto que

a aquellas gramfneas de 1as ouales provienen, estos coffi -
puestos l-es confieren resistencia contra enfermed"ad.es cag

sad.as por organlsmos tan d.lyersos como insectos, hongos y

baoterias, y más aún, tambidn provocan efectos deletéreos

en plantas¡ no conocLéndose ef(:-osl mecanismo(s) bioqulml-
c o(s) d.e su accidn.

lln esta fesls se pretende:

a) Aislar la DIillBOA y su glucdsid.o clesd"e pIántulas de

mafz y examlnar algunos faotores que afectan sus

concentraolones ln vlyo"

b) Determlnar utr posible modo de acción de estos llx

a niyel molecular, esturi.land.o sus efectos sobre la

sfntesis d.e ATP.



ETETüNO}OGIA

A. PURIFICACION Y CARACIERIZACION DE ACIDOS HIDROXAIITICOS

1. Puriflcaclón d.e DII'IBOA

Se s1gu16 el proced.imlento utih-z,ado por 'rVoodv¡ard et &
(fgZea) y por Ilpton gt ql. G967), con l-as modlficacio -
nes señaladas: En band.eJas p1ástica.s provlstas d.e papel

flltro Whatman embebld.o con agua destllada, se sembra.ron

1.000 frutos de malz I,H R.lnconada d"istanclad.os 1 cm uno cle

otros. Se cultlvaron en una estufa termorregula"da a 28 a

t l- o r eo oscurid.ad" permanente y se regaron d.iariamente

con agua d.estilad.a d.urante 7 dlas. Se cosecharon plántu -
las etloLadas (descartando los frutosi 674 g de tejido
fresco) y se mol-1eron en una Juguera oomercial con 200 ml

d.e ague destilada. El- homogenizado (q.ue no se de jó reposar)

N0[A: Tod"os los reaotlyos fueron de grad.o analltlco, :1 i
gual que la mayor pa"rte de los solventes. Los-sol I
ventes de grado tdcnlco se destilaron, antes d"e $u
uso, hasta que su punto de ebulh-clón ooincidiera
con el del solvente puro o oon el punto azeotrópico
correspondienteo La MBOA fue generosamente d.one.da
por el Prof . H. R. Bravo. El ma{z T,li Rinconad"a se
obtuvo en la f'aculte.d d,e Agronomla de }a Universi -
dad. de Chile. El malz T 129q fue donado xor la semi
lLerfa Tracy (Santlago).

6li
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se fiLtr6 e través d.e una capa d.e lienzo. Al- filtrado se

Le dismlnuyó el pll desde 5r5 hasta 3rO con llCl 1 N (en l-u

gay de calentar ]rasta 6, " ) y se centrifugí a 6.000 g c1u-

rante 15 min. El sobrenadante fue extraldo sucesivamente

3 veces con áter (éter: extracto e.cuoso =2:1). Las fases

etdreas (amarillas) se Juntaron y concentraron con vacfo

en un evaporador rotatorio termorregulado a 20 o . EI resi
duo, un llquido viscoso anaranjador sc guardó en un con -
gelador (- 6 o ) durante L2 h, con 1o cual cristalizó un

conpuesto rosad.o. Con una plpeta Pasteur se extrajo la fa

se lfquida y los cristales fueron lavados rápid"amente yen

frfor €D forma suceslva oon: 2 mL de dter (z veces), 2 ml

de acetona (Z veces) y 1 ml d.e metanol: cloroformo = 1 :1
v/v" Despuds d,e cada ]avador sc sacaron los solventes con

una plpeta Pasteur. Finalmente, los cristales, rosados y

de fornra polihédrica, se disolvieron en I ml de acetona ,

nezc!á,ndose con 40 mg de carbón activad.o. Lá suspensión se

filtró a través de papel y al lfquido se le agregé n-hexa

no gota a gota, hasta obtener opaciclad; se de jó cristali-
zaT sobre hielor X la suspensidn se flltré. Se recupera -
ron cristales blencos a rosado pálido (ZZZ rrg). En poste-

rlores puri{icaoiones los ou}tivos se hicieron en tierr¿l

vegetal bajo 1uz permanenter eD un invernad"ero termorregu

lado a 28 o t 3 o i se usaron sólo hojas I no se efectuó la

etapa de descoloración con carbdn ectiva.do ("" encont-ró in

necesaria) . Con le,s modificaciones menclonaclas se obte nfa-
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mayor rendlmlento d.e nrl{B0A, tanto por una menor d.esco¡,,rpg

siclón de1 ilx como por la mayor p:'oductividad de los órg1

nos utilizados (nojas) i uJ-teriormente se ha 1ogre"do une

más alta eficLenola en el uso de materiales y de tlempo aI

moler la.s }:ojas en un mollnj-llo sin agregar agua, lavar só-

1o con acetone el residuo d.e la. evaporacidn del dter y

cristallzar desde d.ioxano oon n-hexano (Bravo, H. It. ,

coiirc pers").

2. Caracterlzaalón de DIIltl30A

2 oJ-. Espectro ultravioleta

Se disolvleron 3r3 mg de DIlvlB0A en 50 mJ- de etanol ab.

soluto. Una alfouota se dlluyó 2r5 veces en el mismo so1-

vente y med"iante un e.spectrofotémetro ShimaCzu Uy 240 se

obtuvo el- espectro mostrado en Ie Fig. 3. Se aprecia un

máxLmo amplio a 262 nm con un s = 10.136r ür hombro a 2BB

nm con un e = 7.256r X trn mfnimo a 233 Dm. ilste espectro

es nluy parecido a"l obtenido oon otra muestra en un espec*

trofotdmetro Cary 17 (trrr = l0.13rj ezsa = 5.165i l*fn =

235 nm). Ar¡bos espectros son similares a los reportari.os

por lYood.rvard g! gI. (1978i ize z = 10"000 en etanol absolu

to) y por Gahagan y Munma (fgOZ i ezor = 10.j00 en etanol),
y a otros espectros II\r obteniCos con agua como solvente
r
fTipton eL al. , 1967; Wahlroos y Virtar:en, Lg19; Hamilton

et ef., 1962; Tipton e! 31,, irg|L (.rru = 10.114-9"677n.
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Iln el presente caso no se observaron oambios espectraLes

notorios con eI solvente (etanol) y rengo de concentracio

nes usad"os: 0 a 25Q vti,t (O a 215 unidades d.e absorbancia)'

2.2. Espectro infrarrojo

A 3 mg d.e DII'{BOA en una pastilla de Ktsr, se les midld

la transnitancia desde 4.000 hasta 640 ,r,,-i en un espec

trof otómetro de IIt Perkin El-n:er 700. El espectro obtenido

aparece en }a Fig n 4, doncie se aprecian l-os máximos ue a!

sorbancia (rt) caracterfsticos d"e los grupos hiclroxilo en

lrosiclones 2 y 4 (3.325 y 3.140 .o-1), de1 grupo carboni-

1o ( t.670 cm-l) y del feniLo (l.lza cm-l) de la Dri,'iBoA.

la lactema no absorbe en }a frecuencia de 3"325 .r-1 (Trp

ton qt gI., 1967). Este espectro ce.lza r,.ruy bien con otros

obtenid"os previamente (l{am11ton et e],.r A962; Tipton et *,
1967). Por otra parter el que no ha"ya a.bsorolón en Lt: re-
gión c1e los 1100 - 1.800 "*-f inclica que está libre d.e con

terninacidn por benzoxazolinonas r eüe e"bsorben f uertemente

en ese rango (llamilton et a,!., L962),

2.3. Ilspectro i¡ts1ble del comple jo formad.o por DIIv{BOlt con

FeC1,

Se usó el reactLvo desorito por l{amilton (fg6+a.)

difioad.o por Corcuera et aI. (fgZg; ver págs. 16- 19)

2,3,1. Preparacidn del reactivo de FeClr"

Se disolvleron 100 g de lreCl,'6HrA €n 25 ml c1

gue d"esionizad.a q.ue oontenfa 1135 ml de IiCl 37 {o p/v y

ym0

a

ti Li

se
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Ilevó e 100 m1 con agua desionizada. El lICi libre fue I

Ar5 fo F/v, Esta soluolón madre se almacenaba. incluso r1u -
rante meses en une botella oscura e. ternperaiura ambiente,

sin que se descompusiera. Para obtener el reactivo mlsmo,

a 100 m1 de etanol 95 ')1o vlv se agregaba

p/v y l0 ml de la solución madre.

2.3.2. Obtenci-ón c1e1 espectro

.l* ml c1e HC t 37 f',

Se disolvió DII{BOA en etanoL absoluto; 1 mI de es-

ta solución fue eyaporado a sequerlad, sopland.o aire seco.

A los cristaLes resid.uales se les agregó 5 ml- de reactivo
de FeCl", obteniánd.ose una solución 4,875 . L0-{ i{, de co)'
J-or e.zul oscuro. A esta soLución se Ie midió la A descte

800 hasta 49, nm en un espeotrofotómetro Shlmadzu Uy 24O.

Como bl-anoo se usó el reactivo cLe lteClr, El espectro apa-

reoe en Ia l'ig. 5, en donde se aprecla un náximo amplio aI

recledor d^e los 590 nm ( r = 1,311). iiste espectro se eseme

ja tanto al obtenido en un espectrofotómetro Beclffian OU

oon otra muestra, como al lograCo por Corcuera et al.
(rgZei Esso = 1.280).

2.3.3. Deter:minacidn de1 coeficiente de extinción mol-er a

,94 nm

Se disolvieron 30 mg de DliriB0ii en 4 ml de etanol ab

soluto " En tubos d"e ensayo se c olocaron aIf cuotas conoci-

das de diferente volumen y se evaporó el solvente con ve-

cf o a 0 o (soplando aire seco es r.ruy rlemoroso). Cada resi-
duo se mezcló con 5 ml de reectj-vo c1e FeClrr se 1eyó su A
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a 59O nm en un espeotrofotómetro Beckman DU, usando el ml§

mo reactivo como blanco, y se confecoionó una gráfica de

Arro Vs. concentraclón d.e DIL{BOA. Del anállsis de regre

slón lIneaI se obtuvleron los coeflcientes E = f.3t3 (pen
.\diente), Ao = - OrO22 (intercepto en el eje de las orde-

nad.as) y I = orgggS (coeflciente de correl-ación), siendo

signlfica.tiya la recta hasta eI menos una concentración

= 1¡5 mhi (rt = 2). Previarnente, I{amilton (lgA+a) informó

que se cumplfa l-a ley de l,ambert-Beer entre 0r1 y 1 nl-{ (no

dio el c ni la l*á*); Long g! a1. Q974) reportaron un

Eszo = 800 ; Su11lvan g[ 4L. G974) encontró una lrá* =

59O nm; uLterlormente, con un mayor refinamiento del máto

do usado, Corcuera (fgZ+) hal]ó una l*á* = 590 nm con un

€ = 1.280. EL mayor e aquf encontrado respecto del de Cor

cuere (Wl+), puede ser debido al aparato oon que se mide,

e los reactlvos usad.os y/o a l-a pureza del Hx, En repeti-
oiones de l-a curva d.e callbración aquf mencfonad,a se 1o -
Ereron coeficlentes parecld"osr con rectas tambidn signifi
cativas. En los experlmentos d.e cuantiflcacidn de IIx se u

sóelÉ=1.313.

3, Aislamiento y puriflcaclón d"e DIlvfBOA-Gl-c

3.1. Preparación de l-a columna de SP-Sepha.dex-Fe(fff)

En 700 ml de netanol acuoso 1 '.3 v/v se embebieron

SO S de SP-Sephadex (oon Na+ como contratdn) durante l dla

a temperatura a¡biente yse descartó eI llquido sobrenadante. EI
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gel se suspendló en B0 ml de una solución de FeCI, aI 5 {,

p/v en metanol : agua = f : 3 y se dejó decantar; se eli-
m1nó e} sobrenadante y se replt1ó este proceso 3 veces más.

Con estor los lones Na* fueron desplaza.dos por los iones

¡'e-', obteniánd.ose ael el SP-Sephadex-Fe(fff) r eue es de

oolor anaranJado. Luegor el gel se lavd oon porotones de

100 ml de netanol acuoso 1 t 3 por 5 vec€s. El SP-Sepha_

dex-Ee(III) fue empacado con una pi.peta. invertida en una

columna d"e l0 . 4t2 crrlr Se usó arena inerte como soporte

infe rlor ciel ge1. I,a columna se lavd con 300 ml c1e1 mismo

solvente, con un f1u jo d^escendente de 43 ml/h, r¿uedando

entonces l-ista para usar.

3,2. Preparaclón de Ia columna de Sephadex G-10

Se embebieron 450 g de Sephadex G-L0 en agua d"esioni

zad-a saturacla con cloroformo, durante 1 dfa" Se montó una

columna d.e 70.4r1 cfir d.epositando el 8e1 con una pipeta

invertida, Como soporte inferior se usd arena inerte. Se

lavó la columna oon 200 inl del- mismo solvente, con un f1U

jo de 30 nl/h, clued.ando lista para su utillzación. La co-

lumna se usaba sucesivamente la"vándola en forma previa con

2 1t del mismo e luyente. Dado el contenido de cl-orof orrno

en el- solvente, La colu¡nna" no se contaminó con ]rcngos en

3 ahos desd.e su monta je.
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3.3. Descripción de la extracción y purlficeción tlpicas

En un invernadero se sembraron L,786 frutos ae malz

(Zea ffi. l. cv. I 129s; 500 g) en un bandejdn de tierra
vegetal {t0. 10, t $ cm) e 1 cm de profundidad. Se regg

ron diariamente con agua potable hasta la capacldad Ce

campo y se mantuvieron a 30 t 3 o , con una humed"ad rela-
tiva entre 55 y S5'1,r. AI germinar los frutos, se mantu-

vo luz continua [fuentes incandescentes (¿r:O w) y fluo -
rescentes (:eO W¡ ublcadas a 80 cm sobre la tierra culti
vad.al .

A los 7 dfas de edad se coseohd ouidadosamente la
pa.rte adrea (rro¡as) de l.ri7 pldntulas (gru I de Ttr'), que

medfan 27 cm en promedio con sus hojas extendidas. EI ma

terial fresco se cal-ent-6 a 90 n durante 15 mj-n en 1.000

ml de agua destllada y se enfrid he.sta 60 o ; entonces se

pasó todo por un mo1inil1o VictorÍa y el homogenizado se

f il-tró a travds d e un l-j.e nzo r r€ c ogiénd ose L. 460 ml d e

filtrado (verde oscuro; pH 5r5)r eI cual se llevó a pH

10p oon NaOH 5 N y se centrlfugó por 10 min a 10.300 g.lo
sobrenadante resultó roJo muy osouro (I.400 ml, pl{ 1011),

que se l-levó a pH 3r0 con HCl 37 lo p/v (f, soluciérr quecló

ca.fé olara).
El extracto se lavó 3 veces con éter (éter : sobrena

dante = I : r v/v). ],a fase acuosa (t.+eo mt) se I]evó a

pH Br0 con liaOH 5 N (tornándose ro ja muy osoura) y se

guardó durante 15 h a - 11 o . I,a solución se concentró ba.
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y más abajo (+ cm slgulentes) quedó una banda roja, oscura.

f,os I cm superiores d.eI gel se eliminaron y entonces el
nri,fBOÁ-G1c se eluyó desd.e le. columna con el r¡ismo sorven-

te saturad"o con NaCl (:eO mf ; T mt/h). Se colecteron las
fracciones azules (l:e mr) y se mezcre.ron oon z0 mr- de u-

na soluoj-ón acuosa de EDIA 0rB3 i.,{ (pH Arr), con 1o cual se

d"escoloraron al ser despla ze.do el fierro desde su cornple-

jo i:l-ucosfdico por el anión del EDTA" La suspensión forma

da (l7 rA g de precipltado) §e filtró J' la solucidn se neg

trallzó con NaOH 2 N y se concentró hasta 45 ml, obtenián

dose un l.fquido rojo oscuro viscosc en el eüer al ser al-
necenado a -11 o, aparecid un precipitado cristalino Q315

Er posiblemente NaCl).

De l-a mezcla precedente se tomaron porciones o.e 6 r j
n:1, se filtraron y se sembraron en una columna rle Sepha

dex G-10, preparada como se ind.icd (pág. 73). Cada porción

se eluyó con agua saturada con ol-oroformo a yaz6n de 13

m}/ir, colectándose fracciones de 2 ml.

A cada. una d.e las fracciones se le mldtó la A a 260

nm (pis' 6.4), a 590 nm (al{cuotas tratacl,es con reactivo
de FeCI, preparado como se desoribe en }a páfr" 6g) y a 62A

r
nm [alfcuotas incubadas por 5 min e 9) o oon reactivo f'res_

co d"e antronar consistente en 200 rng rie ¿:"ntrona d.isuelta

e n 100 mL de I{2S04 (ver pág. 93)-] . En ta Fig. 6.A se eprg

cta e1 perf1l üe elución determinado por Las A a. 260 hrrr

se ve un complejo de picos con máximos nctorlos en los 4jl
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Figura 6. Continuaci-ón.

¡nismo eluyente, colectándose fracciones d"e 2 fi}r a cada

una d.e l-as cuales se le midió la A a 260 nm con el- mismcr

sol-vente como bl-anco. B. Elución de azúcares y d.e iIx.
Para cad,a una de las f;:acclor:es rnostradas en la Fig. 6.A
se lnirLió colorimétrioamente tanto el contenido r1e Hx (+;
mdtodo de1 FeClr) como el de az,S.car (.; reacción con an-
trona). f,as conversiones a ¡moles de Hx o d"e a.z,icay se hi
oleron con base en curvas ebtánd.ar adecuadas (págs. 9'-) :I
100 ). Esto mlsmo se hizo para la cuantifloación por UV(o)

usando Jas A a 620 nm de la.F19. 6.A correspondientes al
pico deL DIIvtBOA-Glc. C" Elucidn de [eC1, + EDTA. Una a]f
cuota de FeClr¡ eluid.o d.esde una columna rle SP*Sephadex-
fe(lll)r §€ trató de un rnodo sim1lar al del DfMBOA-G1c,

segrln se describe en la parte A precedente (ver pát. B.L).
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y 461+ m1 cl"e eluclón y un pieo aislado con máximo en l-os

614 ml. En la Fig.6.8 se muestra eI contenid.o de aztlcav

de terr¡inado por Ia A a 620 nm y e1 d.e DIlltB0A-GIc, ca1cu13

do desd.e las A a ,9O Rffir asf oomo descle ]as obteniclas e

260 nm y que correspond.en al pioo aislado (614 mt); los

cálculos se basaron en las curyas estándares pertinentes

(sección 5.i pág. 97). De la misma ilustración se des

prende que eluyeron 57 mg del glucdsldo en el pico mos -
trado, En otros experimentos se eluyeron sobre 150 mg del

IIx con igual resolución. iln Ia fig, 6.8 también se obser

va que 1as fracciones que contienen azú.cay (máximo en los

614 ml de eluci.ón) son las tfnlcas en que hay ácidos hi-
d.roxámicos (eI rnismo máxlmo) y *n cantidades equimolares,

lndicando que el glucósido está formado por I moldcula rle

Hx y 1 de azú,car; además, prácticamente no lnay contamina

ción d.e otros compuestos (< f lo segí.n Arro). Por otro l-a.

do, los 2 grand.es ploos sobrepuestos parclalmente (con r,:á

ximos en los 433 y 464 mI d"e elución; Fig. 6,4) corres -
pond.en a une banda roja y a una amarilla, respectlvamen-

te; entre Los cornponentes de estes bandas no hay Hx ni a

zúcares (ms. 6"8) 
"

FinaLmente, se juntaron Las fracclones que contenlan

ácid"os hidroxámicos (y azrícar) y se extraJeron con n-buta

noI" T,as fases orgánlcas se evaporaron a sequed.ad, obte-

nidnclose un polvo blanco que se identificd como 2-(214-

dihid.roxi-7-me toxi-I ¡ 4-be nzoxazin-3-o ne)* S -Il-g1uc opira

nósldo (nftr'mO.l,-G1c; ver secoi6n 4., pág. 83).
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IÉ. cronatograffa de afinidad a través de SP-Sephadex-

re(fff) fue descrita por Corbett y Chipko (fgZe) como apta

pe.re puri-flcar e1 ácido hidroxámico análogo del cloramfe-

nicol, usando la propied.ad. quelante d.e ese áoido; para e-

11o, hicleron paser el ¿ícido hidroxámico impuro por una. co

lumr:a de S?-Sephadex-Fe(fff) , la lavaron y luego eluyeron

er(l-os) complej(s) ne(ux)n r e]-(los) cual(es) deshicie

ron red.uciendo eI Fe(fff) a Fe(ff) oon ditionito d"e soclio.

Se vio que el- ditionlto reacciona con DIItiBOAr pü€s no se

obtlene el color azu! en soluclones de esta aglucona (t:e,

tada con ditlonlto) con reactivo de FeClr. Debido a esto,

en el presente trabajo se utilizó EDTA para secuestra.r el
¡e(f f f) cl"esde los comple jos Fe(DIt't¡OA-Glc) n .

I,a fll-tración por Sephadex G-10 fue descrita I.)or l{ot

rnen y llofmanová (1969) como un niétod,o para a.islar y cuan-

tificar El-ucósidos de benzoxazinas. Sin embargo; Do mues-

tr"e n una separaoidn total de los compone ntes ni d.an yalo-

res acerce de las cantida des de ca.da glucdsido el-uiclo de

Ia columna analftica utilizarla. Posteriormente, Ihompson

et eJ. (fgZO) obtuvieron un perfil de elución pareciclo. On

este trabajo se ocupd una columna de Sephad,ex G-10 más re

solutiva y de nayor capacj.dad. (ZO . 4tL cm) r obteniénd.ose

un pico aislado conesponcliente al DII',iBOA-GIo, cuyo contg

nido excede los 100 mg por oada elución.
El rend.imiento logrado con la metodologla ac¿uf utili

zad.a fue d"e 11331 g de glucósido desde 1Kg d"e TF y ccr:res
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ponde aproxlmad.amente a un 7A f, c1el" contenirlo original
existente en l-a planta, determinado como DI[180A por el md

todo de1 FeCI, (ZrÍniga, 1982). iJl D11r{ll0A-G1c asl obtenido

fue el que se usd en los experimentos descritos más a -
delante.

3,4. Iüe ntif icación d.e algunos pic os i1eI perf il d.e elución

obtenidLo c1e1 Sephadex G-I0

Se montó una oolumna d.e SP-sephadex en su forma. férri
ca (pág. 72) r s€ lavó con 59A mL d"e metanol- : agua = I z 3

(6> ú/n) y "* eluyó con el mismo solvente saturad.o con

I'laCl (3: mf/n); se colectó la porción entre los 306 y los

464 ml- cle eluclón, c orrespond,ie nte a trra.rte del volume n e n

que a.parecfa el glucósid.o. A tal- pcrci ón (co1or café ro ji
zos pli 116) se Ie agregaron 12 ¡rl- de EDIA Arg4 L\ (pH 816),

subiendo eI pH del eluid.o hasta 3,0 y desapareciend.o su

col-or (querló amarillo pálido). Luego se Ie a.dicionaron )16

ml de Na0li 2 N, hasta llevar l-a solución e. pH 7r0 (qued"d

roja) i ésta se concentró bajo veclo en eI evaporador ro-
tatorio a 3, o durante I h, obteniénd.ose L3r2 ml rtre un l-í

quido viscoso rojo osouro, del cual- precipiteron 2 g de

cristales (tuact probablemente). Una alfcuota (5 mI) se

flltrd y se sembró en la columna. de Sephadex G-10 {pá'¿,lS)

y se eluyó con agua saturada con cloroformo. Aparecieron

las bandas roja y amarilla observaclas d"urente l-a elución

del DIIIBOA-G1o. Se coleotaron fracciones del mismo modo



82

que pera l-a elución de este compuesto. A cada porción se

l-e midió l-e. A a 260 ofir E1 perfil de el-ución se muestra

en la Fig.6.C. Se observa qu€ hay sé1o dos rláxlmos noto-

i:ios: en l-os 427 y 475 ml de eiuciÓn.

Por 1o tanto¡ 1as band"as ro ja ¿r amarilla correspcn -
clen a complejos Fe-EDTA fcrmados durante eI desplazamien-

to ciel ión férrioo desde su complejo glucosldtco. Además,

el plco cuyo máximo está en }os 6t4 ml d"e elución corres-

1:onde exclusivamen'te al DIITIBOA-Glc. En experimentos en que'

las fracciones eluidas desde le col-umna de SP-Sephad"ex -
i¡e(frI) se juntaban segrfn sus tonalidades (toaas azule,s)

y se trataban (mezcla con EDfAr Deutralización y concen-

tración) y se filtraban e través del $ephaclex G-10 se ,oarg

clame nte , podfa detecterse un p1c o llequeiro, anterlor a.1 ,Je 1

DIi,,lts0A-G1c, oon máximo en los 196 ntl y cuye área ba jo le.

curva de1 perfil d.e elución repre sentaba menos ciel 3 ';', del.

área perteneciente a1 glucósicio de DII1BOA, pero esto só]o

ocurrfe en el caso d"e las fraociones hidroxámicas que pri
mero elufan desde e1 gel de intercambio idnico. Probable-

nente ese I{x minoritarlo corresponde al DIB0A-G1o (i{ofn:e.n

y liofnanová, 1969)¡ aun cuando Zúfliga (fgge) no detectó

DIts0A en l-a variedad. d.e malz aquf utilizada.



4. Caracterización espectroscópica del- DIMBOA-G1o

4.1. Espectro ultraviolete

Se c1isolv16 DII',lB0A-Glc en ague y en un Shimad.zu UV

24A se obtuvieron 1os espectros que se observan en l: F:9.

7, comespondientes a dlstlntas concentraclones del- I{x. A

concentraoiones de = 25 ¡rM se observa un ná:<imo (itt) en l.m

270 nrr ( e = 9"083)r ün hombro en l.os 285 nm y un mfnimo

en los 238 flrrrr Este espectro concrierd"a con 1os publica.clos

por lVahlrocs y Vlrtanen (lg>g i lr.,áx = 27O Dflr trho*lbro ,=

2SZ - 253 nm, l*fn = 237 nrn, en agua) y por Gahagan y L,lug

ma (lg0l i r*á* = 270 rffir trhonbro = 290 R*,1mfn = 241 nm).

Ademásr €tr 1a Fig.7 se puede apreclar que el espectro ce[
bia su fo::na a medida cLue yarla la concentración der üMBOA-

Gl-c: i) si las soluciones absorben menos de 0r2 A ( < 22

ulr{), el máximo [t se corre a une" menor I a medida q.ue decre

ce la concentracidn deL Hx, llegando a. los 261 nm (f ul,[);

ii) cuendo las soluciones absorben más de Or3 A (, ,, IriQr

eL hombro (28, nnr) pesa a ser el náximor €o tanto qu€ eI
máximo M se reduce a un hombror pcentuándose más esta va-

rlación el- eutrenter la ooncer:tracidn del glucésido, lc cr.u:l

oonlleva que e1 e zt o yaya d.isminuyenclo (sección 5.L. , pé"g.

98). Usando agua saturad.a con cloroformo como solvente, sc

cbservaron cambios espectrales similares. Tod.as estes ya-

riacicnes son más notorias a A , 0r2 ( , ZO ulvl) y .ls7 (.
L7O uli{)r lo cual sugiere posibles carnbios en }a solvate -



rt{

\ \\\\,.t
\ \\t

\ \ \\\\
\',-'l\=\-\:{::

\\
\\\

\\\\ A\[\ I ,^,\
\\l 1,," 

\\

\flii / lt"""l

'\[ lil 'il
i\\\I ll ,--,,\ü
\\[ ll,i '\ 

t\

\ \\,"/ ¡' \ f
\ i 

,:' I ,,. -.,,, 
\,1\

\ "',t''-,' ;''' "', 
\,'il

\ \' /' \ it
\ t ¡' \i
\ \,/ \l, \ \/ /--\ \ ,,

,:,,\ ,/^o \\,'\ \ \
'r\ \ s' \. \

': 
'\)- \- 

- -' 't \

.-%=:r

ff! ¡, i

§! \

it ifi \

f,'\ \tJ , Ili \ iil\i'r \li\
\
i
1

I
I

I

1

I

\r

\
\

\\'r,'

E§\\

8¿+.

rl

-a
_t

rtl
'-

C
üru

-l-'¡
(*

t"/t

,,rd

1q

f1r

2ü0 ?5ü 30e 35ü

{nm}Lonqitud de ande

Figura 7. Espectros cie absorclón del DIMBOA-0]-o en el_ ra.n
go de luz ultrayloleta.
Se dlsolvió DII!180A-G1o en agua y se d.1.luyeron

diferentes alfcuotas en el mismo solvente, obtenrdndose
]os espectros en un shimadzu uY 24a. a: espeotro con DrvIBOA-

GLc 2616 pM; b: espectro sin el Hx,
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ción de los d.iversos grupos funclonales del Hx, asl c0m0

también Ia posibil-idad. de interaccÍones entre las mo1écu-

las d.el s oluto, c omo \e f orma ción de dlmeros r pcr e jemplo

(Bravo, H. It.¡ cornr pers.), o la constituclón de agreg:e. -
dos molecule.res sema jando pl1as de monedas (tipton e! al.,
1971). Además, esta.s variaciones espectraLes se deberfe.n

considerar en experimentos de cuantificacidn por UV de1

DIX{BOA-G1o, puesto qu€ los e ¿ una tr dada se modifican con

l.os cambios en l-a.s concentraciones de1 Hx (sección 5.L.1

pág. 9B).

4.2. Espect:ro lnfrarrojo de1 DII',,{B0A-G1c

Se formó una pastilla con l- mg de DIIi[BOA-G1o en KBr

y medje-nte un Perhln El-mer 700 se obtuvo el espectro que

se ve en la Fig. B. Se aprecia buena concordancia con el-

obtenido para Ia aglucone. (i.ig. /r), eunque la banda co -
rreslond.iente aI e stiramiento d"el grupo carbonilo es nás

ancha y aparece a menor frecuenoia (t.6+o cm-f) que en el
caso rle la DIlriBOA (fOZO cm-l), probablemente por formación

de puentes de hldrógeno entre grupcs hidroxil-o de Ia ¿llu-

cosa y el oxfgeno carbonfl-ico. Gahagan y L{ulnma qWAD in-
f ormaron una frecue ncia c1e absorción det carbonilo de 1.61-0

a l-640 o*-1. El- carboni-lo de. las benz-oxazolinonas a.bscrbe

f uertenrente en los L.700 a 1.800 .r-1 (l{amilton e t al.,
1962) y el- del HlvltsOA-G1c l-o hece en los l-680.r-1r lor 1o

cual- el DII{BOA-G1o no estarla contaminado con esos compu€s
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tos. Ad.emásr oD la Flg. I se observa una gran band,a a los

3.400 - 3.500 .*-1 correspondiente a1 estirarniento de l-os

0l{ del azúcar; }a banda del 0l{ hiclroxámioo (alrededor rie

los 3.300 .*-1) aparece enmascarada por la absorción de q

sos hidroxilc¡s. [ambián se ve un pico en los 2.g5A.*-1 ,

aI igual que para el caso de le DIllB0A, pero no apareoen

los máxinos alrededor de 1os 2.800-2.900 "*-1 observad.os

en el caso de l-a DIB0A (fipton et al-., L967) I 1o cual- in-
dicarfa la ausencia de DIBOA-G1o coillo contaminante

4.3. Espectro de resonancla. magnética nuclear

Se disol-vid DII'{BOA-G1o en DrO y en un Yarlan T 60 se

obtuvo e1 espeotro cuyas absorciones aparecen surnari zad.e,.s

en Ia Tabla III. La distribución de picos es slmilar z 1a

reportad.a por Gahagan y Munma 1fS0Z). En eI espectro se pg

do aprecla.r una absoroi6n amplfa atribuible a l-os ¡rrotones

deI az',S,aar, entre 5rB y 7 rO r, observándose un pico ooü1-

plejo con máximo en los 6167 t (integración para 4 proto-

nes) y otros 2 superpuestos con e1 singlete del metoxilo
(0r27 t; J-ntegración para 5 protones totales), De acuer-

do con Gahagan y Liumma qfSOZ)r se pued.e &severar que: i)
la constante de acoplamiento (,1 = g cps) para La absor

ción del protón de1 C número l de la hexosa (doblete en

5r2B r) requiere que los protones C.e los C L y 2 sean trang

diaxiales, sugiriend,o un 8-D-glucopiranósido; ii) el co:si

miento del protón del C número I (rrZB r) es más acorcle con



Tabl-a III 
"

BB

CorreJ.aci6n entre J-as absorci.ones de NIVffi, y los
protoRes del DII\,1804*Glc.

.PH Olf Oii "t N9 DE PROTONNS

(ron rrvrEGRACroN)
OfiSI{R \TAC I Üi.MS

c-2
c-5
C6
clr30 -
C8
c - 1r
Azúcay

4 r23"
2 169
3 r23
6 r27
3 r38
, r2g

5rB-7r2

1

I
1

3

1

_#
6

Doblete; J
i{ultiplete*

Doblete; J - 2

Doblete; J = 7

Absorción amplia

tAun cuanüo se esperaba obtener un d.oblete de d.obletes
con constantes J - 9 (originarla por su acoplamiento con el
protdn de1 C-5) y J = 2-3 (originada por su acoplamien-
to cCIn el protón deL C - 8), debido a Ia baja resolución
del instrumento y a aa superposición d.e estas señal-es con
acluállas correspond.ientes al protén d"el C - 8, sólo se pu-
d.o observar un multiplete.
IA' 'Ido considerad.o porque eL doblete se superpuso con el si!
glete de Los protones de los hidroxllo (Aef azú.car y del
agua contaminante).

El espeotro de NI\,!R pertinente se obtuvo en un Yarian T

60 con DIIrfl30A-Gl-c d"isuelto en DrO.
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e1 de un B-D-glucopiranósldo (:r:O t ) que con el de un u,-

D-glucoplranósido (yrgA r) (últimos valores en dlmetilsul

fdxido); i11) el comlmiento a un campo más baio q.ue el es

perado para un B-g11cósido lndica qu€ el protón está des-

cubierto, probablemente por su estrecha proximirlad al- he-

teroclcLo.

l+,4. Espectro d.e masas

Se d.ispuso una muestra só1ida de DIIIB0A-GIo directa-

mente en la cámara de ionización d.e un espectrómetro de ma

ses Yarian CH 7; e1 conjunto de señeles obtenido se mues

tra escluemáticamente en 1a Fig. 9. Este espectro es sirni-

Lar aL publioado por Gahagan y i',tumma (196?) para el glucó

sid.o (^/, = 373r Ztl, 196, 195, L93, L65, 150, L36r 722 t

1"06, 94, 80r 78t 67) ¡ a 7a vez qu€ los pioos corre§pon -
dientes a los fragmentos de 1a aglucona (mlsmos m/z é Zil)

concuerd"an con los ya reportados (Hamilton et aI. ¡ L962;

Klun g!. aI., 19?0; Corcuera, L974 y Y/oodward, L97r), asf

comc oon aquelLos plcos producid.os por Ia benzoxazolinona

(mismos m,/z { L65; Corcuera, t974; Yfoodvrard., 7975).

En las cond.iciones utllizada.s, eI ión molecuLar (*/,

= 373) se observd con una lntensldad < 2 {o relativa a1 pi

co baser Foslblemente debid.o a la baja volatj-lidacl c1el glg

cdsido. §u espectro lnciica que este compuesto probabJ-emen

te se fragmenta en una porclón heterocfclioa (m/, = L99 Í
211) y en una porcidn de azú"ca.r (*/u = A79). EJ. heteroci-
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clo parece d"egradarse vfa La be nzoxanoJ,f nona MB0A (*/ , =

165). EI pico base (or/z = 60) comesponderfa a Srupo§ de

fdrmula (CttrO)r, provenientes del azúcar medlante 4 posi-

bles formas d"e fragmentaci-dnr dando esto cuenta de Ia al-
ta intensidad relativa. L,a fórmula para 1a porción de1 p!
co base es apoyad.a por las seilales acompañantes de menor

n/z (fg,58 y 57)¡ üebidas posiblemente a pdrdidas de IIn

4.5. Espectro visible del oomplejo formado por DIir'1804-G1c

con FeCl,

Se disolvld DII\ÍBOA-GIc en reactlvo de FeC1, (pá¿l .68)

y 1a mezcla se tornó de color azul inteosor Medlante un

Shinad.zu UV 240 se obtuvieron los espectros mostre-d.os en

la Fig. 10. Se aprecia que 14. al¡sorbancia es máxima en los

580 nm ( t = L.332) y que práctioamente no hay diferenclas

en ]a f otrna de Las curvas ante rlisti.ntas concentraoiones

d"e 1 }tr.

4.6" Espectro vlsible de los productos de reacoión entre

DIIvtBOA-Gl-c y antrona

4.6.1. Reacción del DIl,ÍBOA-Glc con la antrona

Para formar compuestos coloreados, la antror¡a debe

reacclonar con J.os grupos red.uctores de los azú.cares (D:sche,

1962), por 1o cual es necesarlo hidrol,i,zar previamente el

DII'iE0A-G1c. ?or otro lado, dad.a l-a lnestabilidad d.e le a-

glucona Ij-berada (nft'nnO.O.), es probable que las condicic -
nes d"rásticas para la hj.drdl"isis del gLucósido (alta t o,
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bajo pII) permftan una rápida d"escomposición d,e 1a agluco-

n&r l-o cual pod,rfa afectar las medicf oneso Por estor s€

siguió previamente eI progreso de Ia reaccldn a 97 " er-
tre DIIiiBOA-Glc y reactivo fresco de antrona (eOO mg de an

trona d.isuelta en 100 ml" d"e H2S04). Se observaron gra.nde,s

cambios espectrales (fig. J.f): el compuesto color verde

conformado por Ia glucosa J¡ Ia antrona se va d,egradando

J' aparece(n) aIgún(os) prociucto(s) que absorb{p) mayormen

te en los ,l-0 - 490 y en los 554 - 540 nm y que interfie-
re(n) notorlamente con la A.ro ntás allá d"e 20 min d.e reec

ción; tambÍén e1 reactivo mismo se descofilpone, absorbien-

do ca<la vez más en l-os 42, rJrrr Aclemás: s€ vieron varlacio

nes en el eszo aL transcurrir el tiempo (nigs. 11 y L2).

A pesar que la incubación entre 4 y 5 min es muy variable

en cuanto aL factor tiempo (ftg. 12) y a pesar que el eseo

es eI máximo (fig. 11) Xs por ende, el más variable en va

l-ores absolutos, eI tiempo de incubación usado fue de ,
min, pue se tiene mayor resolución y una pequeña interfe-
rencia de las band.as de absorción a menor I (fig. 1l).
4,6.2, Compa"racldn con el espectro de glucosa con antrona

En tubos oon 1 mI de aguar se disolvió glucosa o

DILffiOA-Glc y se agregó 2 ml de reactlvo fresco de antrona.

J,a mezcla se incubd de inmediato a 9, o por 5 mi-r,,¡ adrlui-

riendo un color verd^e oscuro; luego se enfrió en hielo hep

ta t o ambiente, tomándose entonces los espectros pertinen

tes (no mostrados) med.iante un Shinradzu UY 240. Como blan
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Figura 11. Contlnuaclón,

a 95o ¡ excepto los tiempo ceror eu€ se pusieron en hie-
l-o hasta al-canzar la to ambiente. En ciistintos momentos
(nrímeros en l-as gráficasr e o min) se sacaron los tubos y
se enfriaron en hlel-o hasta alcanzar l-a to ambiente, de-
terminándose entonces sus espectros en un Shimadzu UV 240

contra un blanco de ttempo cero constituid.o por agua (f
mI) y antrona (?- mf), Iil blanco a tlempo 58 min (nfe) co

rresponde a agua (f mf) con reactivo rle antrona ( z mI )
incubado a 95 o durante ese tlempo.

o6
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.I'igura 12. Curva de progreso de la reacción colorimétrl-
ca entre el DIIr{B0A-Glc y el reactiyo d"e antro
flá.

Esta 1lustracl6n fue confecclonarla restando
los blancos respeotivos a las A en los 62A ilfli. Estas A se
determinaron como se lndioa en la leyenda de J-a Fig. 11r
d.e ouyos espectros se han tomado algunos óe los puntos a

quÍ graficados,
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co se usó agua (f nf) mezol-ad.a. con reectivo d.e antrona

(Z mI) y tratad.a como l-os demás iubos. Se vio que los es-

pectros de absorción de ambos compuestos en eI rango de

luz visible son parecidos a uno d,e los mostrados en la

Fig. 11 (+ nin): ambos plesentan un máximo intenso ( e =

7.770) en l-os 625 Effir asf como otros dos máximos menores

a longitudes d.e onda más ba jas. f,as pequeñas diferencias

espectrales observad.as entre }a glucosa y el glucósi.do §e

rfan debid.as a la aglucona liberaoa por Ia hldrdlisis áci

da. I,a DII;tsOA da un color ama.rillo, y muy probablemente se

descomponer al mezelarla con el reactivo de antrona. Sin

embargor fo importante es que la aglucona prácticamente

no interfiere en la banda d.e rieyor absorción por azúcares

(^*,1* = 625 nm)r l-a cual es usad"a. lfr.ra cuantificar estos

hid.ratos de carbono. Tampoco molesta Ia antrona descompues

ta, pues ésta absorbe en los 42, y 4l-0 nm (blanoo en fig"
11). Por otre- parte, la concentración de az'icav o d.e

llli,lil0A-Glc no afecta mayormente la forma det espeotro (no

mostrado).

,. Cuantifica,ción del DIiüBOA-G1c. Curvas de calibración

Para estor s€ oonfecclonaron curvas estándar e tas tr eq

cogide.s. En Ias gráfioas de A Ys' l"lolaridad, para cacla I

estud.iada, la pendiente representa el- coeficie nte de e){ -
ti nción moLer (.) y e 1 intercepto e n eI e je d.e las orcie -
nad.a.s (Ao) correspond.e e Ja absorbe.ncia sin sol-uto y debe
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ser igual a cero. Cad.a punto de las figu,ras representa eL

promedio de 2 o 3 determinacioneso Las reota§ fueron tra-

zadas por r€gresión 11neal.

5.L. Absorbancla ultravloleta dc1 DliriilOA-Glc en egua satu

rada con cloroformo

Se dispusieron al.fcuotas de distinto volumen d"e una

solución 4t44 . 10-sli{ del g}ucósido y se l-l-evaron a 1100

rnf oon agua. d.esiontzad.a saturada. Con cloroformo. Luego se

leyó Ia A a 27O nm en un Shin-e"Cz.u Uy 240 oon e} mismo sol

vente como bl-anco, Se encontrd que a concentraciones baja"s

(" 40 uM) se cumple la ley de I^ambert-Beer, tanto en los

26A como en los 270 DII1. Se obtuvo una recta ouyos paráme-

tros c1e regreslón llneal son I E = 9.08li Ao = 010004 y

t = ar9997. Con agua sola como sol-vente, se halIó a18o si
Ho0

rnilar" \Yahlroos y YÍrtanen (fg59b) informaron un Krio =

2916 r eüe corresponderfa a un €zto = 8.786 (oon base en

que ellos encontraron que la DIl,ltsOA tiene un Krá* = 3417 y

üf,.máx = l-0.300). Por otro Lado, a medid"a q.ue aumenta La

concentración del glucdsidor el E va disminuyendo notoria

mente, tanto en los 27A como en los 260 ilffir fenórneno qu€

fue previamente visualizado por los cambios espectrales q

curridos (nig. 7). Estos resultaclos ccnouerdan oon 1o in-

fornrado por Tipton et al:. (fgZf), quienes observaron urr h!

percromismo en Ia absoroión d.e una solución acuosa c1e 1¿"1

DII'ts0A en los 264 orro Ellos encontraron une dismir¡uciCn de
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un 4r3 do en el e zo,. al aumentar la oonoentracj-dn desde 167

ul!{ (Arru = frTB) a 1.67a uM (A26,, = a7r0J). No hicieron

to equivalente con el glucósido. En el presente trabajose

lralló que e} e de este compue,sto disminufa en un 21 fo apxo

ximadamente a.J aumentar }a concentración desd.e laI a 444pM

(= 1 a 3 unidades c1e A).

5 n2. Curva es tándar del DII\,180A-G1c con reactivo de FeCI,

Se d.ispusleron diyersas allcuotas de una soluci6n a-

cuosa de DII,IBOA-GIo 3Lr25 mlt{ y se les agregó 3 ml de reao

tivo d.e FeCl-, (páS. 68). Se hlcieron los blancos arLecua -)
d"os con alfcuotas de agua y reactivo" Posteriormente sele
y6 la A contra egua d.e los tubos con y sin el- Hx en 1os

590 nm en un Shimadzu UY 240. Se obtuvo una recta cuya

pendlente es Esgo = 1.322; su -Lntercepto es Ao = - 01016 y

su üoeficiente d"e comelación es I = 019993. Hamilton

(fg0+e.) r n€uiante un fotocolorfmetro Klett (con filtro ,9)

encontró un mlsmo E para la aglucona y para el DIl,,tsOA-Glc

con FeClr, aunque no reportó su val-or. En eI presente ce-

sor se observó que el €sgo es similar al de Ia DIi,tsOA (.rno

= l-"313), aun cuand.o pera. el ¿Il.ucósido l-a tráx = 580 nm

(fig. f0) con un Esao = 1.332. De manera que a pesar cle

Las Ciferencias en Los espeotros con tr'eC1, c1el DIi,ÍilOA-Glc

y de le DII\iB0A (nigs. ) y 10), 1a"s absortividarles a. 590 nn

son l-o suficientemente parecidas (aifieren O17 fr) como pe

re cuantificar los lfx existentes en una. me zcle, de e stos
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compuestos, haclend.o la equlvalencia ya sea al glucósldo

o a la agluconc.¡ En el prlmer caso t La.recta (.n los 590

nm) es válida hasta al menos una concentraclón de 1r9 nrl'fl

(2r5 Vcm) en el reaotlvo d.e FeClri para Ia aglucona sir
.re a} menos hasta.1r5 mM (páS.72). Más aún, eI parecido

entre los Esgo muestra que hay l moldcula de Hx por cad,a

molécuJ.a de gluodsid.o.

5.3. DflfB0A-Glo y eI reactivo de antrona

Diferentes eantldad.es conocidas d.e1 glucósiclo disuel

to en agua d.esloní-zad,a se dlluyeron hasta L rnl en el mls

mo solvente y se les agregd 2 mL del reaotivo de antrona

(aOO mg d.e antrona en 100 mL rl"e HAS04; Dische, A962) re-
oién preparado. Se oalentaron a 9, o por 5 min en un ba-

ño y se enfrlaron en hlelo hasta temperatura amblente.

luego se 1eyó su A a 62A Emo Como blanco se usó agua deg

ionizad.a tratada d.e igual manera que las muestras. En la
Fig. 13 está l.a recta correspondiente, cuyos parámetros

de regresión li.neal son Eozo = 7.|OJ.; Ao = O.AA2 y r =

019990, Con glucosa se hlz,o l-o mismo y los puntos respec

tivos se nuestran lncluidos en la lig, J.3, En este oaso

se obtuvleron Los siguientes parámetrosi rez o = 7"777 ;

Ao = 01008 y § = 019984' Se aprecia que en e]. caso de 1¿l

glucosa el Ee ¿o es un 116 fo meno:r que en el caso del 81u

cósido, lo cual podrla deberse a Ia influencia d"e l-a. DIUB0A

]iberaüa en la hidrdllsis como a los prod.uctos de su des-
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Figura 13. Curvas de calibración de DII',{B0A-G1c y de gfU
cosa oon reactLvo de antrona.

Se dlsolvleron diversas cantlclades de DII-1804-

Glc (O) o de glucosa (o) en l ml de agua y se les agregó
2 ml de reactivo de e.ntrona fresco (200 mg de antrona di
suelta en l-00 ml- d"e I{2S04), calentándose lnmed"iatamente
en un baño a 95 o durante 5 min y enfriándose en hielo has

ta l-a to ambiente. Se hicieron blancos con agua (f mf)
tratada igual que las muestras. Luego se leyd la A a 620

nm de cada mezcl-a.

0
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composioión d.urante la reaoción colorimdtrica. I,a pequeña

d.iferencia observad a y la pvreza del DIMEOA-G1o (no está

contaminado con lI[ts0A nj- con glucosa) 1e confieren vali-
d.ez a este mdtodo para cuantificar eI DII\,ÍB0A-G1c (y *ry proba

blenrente otros glucósidos de be nzoxazinas), a la. ye z qw rati-
fica que el compuesto esturliad"o está formad"o por sóJ-o una mo-

l-écula de a.zrfcar por cada moldcula c1e }ix. Por otra parte, Aa

ley c1e J,ambert-Beer se oumple hasta. al- menos Ar25 mNI 1A - tr9)

para la gl-ucosa y 0136 ml,I (,q = 2rB) para el DIIvIBOA-G1o,

ambos compuestos disueltos en l-a mezcl.a colorimétrica. El
alto e (> 7.500) otorga bastante sensibilidad en las me*

diciooes r

B, ESTUDIOS CUANTITAIII¡0S DE Hx EN I\,ÍAIZ tll Rinoonada

Un generalr ef materlal fresco utllizado en estos expq

rimentos se obtenfa del siguiente modo: se d.esinfectaban

cariópsid.es de malz r,H Rlnoonad.a con hipoclorito c1e sod.io

comerclal rliluido al 50 f, en agua, d.urante 30 min; se l-a-

vaban con abundante agua potable J, se enjua.gaban con agae.

destilada. Luego se ponÍan a germinar en bandejas prásti-
cas (:OO frutos,/band.e ja), cubriendo completamente Los gr3

nos con vermlculita esterilizad-a (f Lt/bandeja). Se agre-

gaba ague destilada hasta Ia capacida.d d,e campo deL sus -
trato (+oo nt/lt vermiculita). las banclejas se coloce.ban

en una estufa termorregulada a 28 t l- o r en oscuridad. tc-
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tal, o bienr €n un invernadero a 28 ! 2 o bajo luz oonti -
nua provista por 3 ampolletas incand.escentes (+:O w¡ y tZ
tubos fluorescentes (+AO lV), ubicados a B0 cm de la super

fioie del cultivo. Se regaban periódicamente con agua des

tilada, tratando de nrantener aI sustrato a su capacidad de

cempo.

l" Recuperabilldad en l-as extracciones

Se neoesj.td determinar l-a concentraoión real de Hx exig

tente e'n la planta sobre la base de la oanticlad (ecluivalen

te a DII,ilB0A) que se extrae por eI procedlmlento general em

pleado. Ad"emásr s€ quiso saber la pérdid.a de Hx ocurrid.a

c,n diversas etapas del mdtodo usado. Con estos fines, se

realizaron los experimentos que se clescriben a continuación:

1.1-. Recuperabilida.d. en la moliend"a de los te jidos

Acluf se pretendió determinar la proporción deI total
de I{x que queda retenida en eI residuo fibroso aI fil-trar
los tejidos moLldos. Se oosecharon 3 muestras, de 10 g c/v¡

de la parte aéyea d.e plántulas d"e B dfas de edad, cultiva-
das como se describió. A cad.a muestra se la sometlór lor
separador af tratamlento que se muestra en la Fig. 14 y

que a continuación se explica:

1e Los órganos aáreos (fO S) se moLieron en mortero con 2

nL de agua d.estil-ada. T,os tal-los y hojas molidos se fil
traron e travds d"e llenzo med.iante presión dactilar. A
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la fase llquida (ftttraao A; 10 mI) se Ie agregó el a-

gua (5 mf) con q.ue se lavd eL rnortero. B1 resid"uo só11

do (residuo A) se guardó en un congelador por 15 min.

2e iIl filtrado A se extra,jo 2 veces con iguales volrfmenes

c1e dter. Las fases etáreas cor¡binadas se evaporeron sg

pland.o aire se c o .

3e EJ residuo A se lavd en el mortero oon 10 ml de agua

d.estilad.a y se flltrd a travás de un llenzo, Se obtuvo

asf un residuo B y un filtrado B; el" mortero se enjua-

gd con 5 ml de agua d.estllad.a, que se agregó a1 filtra
do B.

4e El ftltrado B se procesó lgual que eI A.

5e E]- residuo B se tratd igual que el A, obtenidnd"ose un

filtrado C y un resid.uo C.

6e El filtrado C se procesó iguel que los anteriores y el
residuo C se ellmind.

7e A cada uno de Jos renrenentes

ción de las fases etdreas se

Yo de FeCl, y se leyd su A a

n:etro Beckman DU.

resultantes de Ia evapora

Ie agregó 5 mL de reacti-
59A nm en un espectrofotó

Los resultados logrados aparecen en la Tabla JV. De

dsta y de l-a l'18. 14 se ded.uce que Ia cantidad de Hx totA
les que queda en el residuo fibroso eliminado (residuo C)

es ¡Tlenos del 1r5 9á deJ- total que es susceptlble de e>rtra-

erse d.esde las plántulas. L,a mayor A que se obtiene si se
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Tabla IV. llecuperabllidad de DIMBOA desde los tejidos
macerad.os de fia{n,

FII,TH.ADO FILTN.ANO FII,TRADO TOTA1,

A B C TEORICO+

mg de IIx
I{x en 1.360 296 7LN 7.572

f{t 11 a rFIl.rrj ¿r

Extracoión (como

% acur¡uLado del 77 16 1619 4r2 98r?
total teóriao+)

+81 total teérioo s* obtuvo sumando todos los yalores de

concentración de Hx, tanto experlmentaLes (tos mostrados)
como extrapolados; dstos se obtuvieron diyidÍendo iterati
vamente la rlltima conoentracidn de }ix por eI cuociente (c,g

yo promedio e§ 4r3) entre la ooncentraeión de llx de un fil
trado y l-e de] f Íltrad.o preced.ente,
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agrega etanol a1 moler los te jidos (páS. 11r) serfa debid.a

a une e:ltracclón iniclal más eficienie d.e los IIx existen-
tes en La.s plántulas, y nó por ceusa cie una. extracción de

ácidos unidos aI resicluo y no extrafbtes con a€!va, puesto

(iue levando e] meterial fibroso re nanente con af.va se 1o-

gra extraer finaLmente la misma (o una mayor) cantidarl r1e

hidroxamatos que la que se obtiene incluso l-evanrLo con eL

alc chol.

1.2. ilecuperabil-idad segrfn la cantidad de extracciones e-

téreas

Cono 1¿l extracoión con dter d"esde el- f iltrado no e s

tota1, se hi*zo necesario averiguar cuánta cantidad de ác:r

i"o hirtroxámico se recuperarla en el proceso a seguir. Pa-

ra e-stor se slguió un métod.o iterativo: §e moLieron 5 g de

plántulas; se flltra.ron a travds rle lienzo mediante presidn

dactilar; se layaron el mortero y el resicluo (f mf por 2

veoes); eL lfquicio de los lavados se agregó al filtraclo;
el fiLtrado se extrajo 4 veces con áter dietflico (áter :

extracto = Q : 1; la,s fa.ses etéreas se evaporaron y a cecla

residuo se 1e agregd FeC1, (reactivo) y se leyd la A a >90

nn en un espectrofotdmetro Beolallan DU. Todo este prcceso

se efectuó e n tr1p1Icac1o. fambién se hizo 1o r¡ismo e xtra-
yendo en proporclc¡nes de dter : extracto = 1r5 : .). y = LrZ

: L v/v. I,os resultados irertinentes se muestran en l-a ?abl-e,

V. Aquf se ve que la recuperabilided de DIhIBOA, con 3 e)(-
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tracciones etéreas en proporción de dter : extraoto acuo-

so = 2: 1 vlvr es d.e1 gZ %. Con las demás proporclones, la

reouperabllldad fue de 8Br5 y 81¡7 'h, respectivamente. Et

tos porcentajes d.e recuperabllldacl no lncluyen la pérd1-

da d.e Hx q.ue podrfa oourrir por Ie. reacción de dstos con

alguno(s) de los componentes del extracto t Ía sean amino-

ácidos, protefnas, red"uctores, u otros compuestos. [aI p*
clida no ha sido cuantificada, aun cuando actualmente uno

puede aventurar que es menos deL l fr, considerando las

condicÍones de Ia extracoión; esta afirmaclón es avalada

por el hecho que a 28 o, la vid.a nredia de DIIIIBOA en medio

de oultivo becteriano a pH 615 es 5r3 h ($/oodward gt_ el..r

1978a) y en dleta para pulgones a pH 5r5 es = 50 h (fr -
gand.oña %t 41.., 1982) " Cabe señalar que el extraoto f 11 -
trado tlene un pI{ 5¡6 y se baJa a 3r0 con HCl en cuanto se

ha filtrado.

Por Lo tanto, conforme a estos dos experimentos d-e rg

cuperabf.lidad, todos los extractos ejecutados para la cuan

tiflcación se hloieron lavand.o con agua (por 2 veces, como

ya se describló) el reslduo d.e la prlmera flltraclón y ex-

trayendo 3 veces con dter (áter : fj-ltrado = 2 t L v/v) ;

los valores d.e conoentraoidn de lix obtenldos se corrigie-
ron por eI porcentaje de recuperabilidad total, cual es

9ar7 fo, o sear eI 92rL {o del 98r, 'Í, (921l- por la extrac -
ción etérea y 98¡5 por 1o que queda en eI residuo fibroso).
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1.3. Recuperabil-idad según el- tienpo conferid.o pare la hi

drólisis del DII{IIOA-G1o e n l-os extractos acuosos

Deda la inestabilidad de 1¿s agluconas hictroxámlcas

€n soluciónr s€ necesitó averigua.r cuánto tiempo, d.esde

q.ue se conrienze a moler el tejidor €s preciso para que to

dos los gJ-ucósidos de ácidos hidroxámicossean hidroliza -
dos. ,Iambidn se quiso saber l-e estequiometrla de la reac-

ción hidrolftioa. Para cumplir estos objetivosr sG cose

cl:aron plántulas de 5 d{as de edad. y se sometieron al si-
guiente procedir¡iento: Se pesaron 18 grupos de pIántula.s

cie 410 g c/ut guardándose en el- refrigerador los que no se

usaron inmediatamente. Cada g,rupo se nol-ió en mortero y se

de jó reposer un tlempo d.a.dor al cabo del cual- se Ie ba jd

el- pI{ a 2rO con }ICl 37 ;4o ¡,f v, itl tiempo mlnimo en ;noler

bien un grupo fue de 6 minr lor l-o cual fue áste el pri -
mer tiempo distlnto d.e oero que se consideró. El tlempo 0

se efectuó moliendo las plántulas en i{Cl I },{, de modo q.ue

el- extracto no subió de pH 210 du::ante la. mollenda. ?ara

oa.d.a. tiempo conslderado, §e hiciercn tres repeticiones. De

cada extrac-bo acuoso se tomaron 5 mf I los que $e extra je--

ron 3 veces con éter (éter : extra.cto = f : L v/v. Las 3

fases etéreas se juntaron y evapora.ron soplando aire secor

Por otro lador §€ tomaron a.l-fcuotas de los extractos acuo

sos despuds de la separación cle fases con dter. A estas a

lfcuotas y aL residuo etdreo s€; les egregó reactivo de
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FeCI, y se leyd la A a 59A nm en un Beclsnan DU, I,os resul

tados se muestran en la Flg" lrr de d.onde se deduoer Por

una parte, que la hidról1sis de 1 mol de DIIüB0A-GIo d,a lu
ger a I mol de DIItsOA, considerando q.ue el e s g o es muy pa-

recid.o para ambos Hx (páS. 99)). Por otro lado, de la mis*

ma il-ustracidn se desprende que el totel del glucósido es

hidrolizado en un tlempo menor que eL requerid.o para la
moliend.a, de modo que no es necesarlo esperar tiempo adi

cional para extraer Ia aglucona como e1 que emplearon R.ei

menn y Byerrum (fSoa), fipton qt gl. (UOZ), llood.ward et

gJ. (fg7ea; 1979b) y Gahagan y lvÍumma (rgOZ); estos últi -
mos dejaban reposer (30 mtn, t o ambiente) eI homogenizado

con etanoL al 60 9á sln oonsj-derar l-a desnatureltzaciín d.e

las enzimas" De este modor se puede evitar cierta d.escorn-

1:osición de 1os Hx; de hecho, en t h se desoompone más de

un 2 16 de 1a DIMBOA en amortlguador succinato (pH 5r5) a

25 o (!'/oodrvard gt 3!., J971a); más aún, solventes no acuCI

sos y algunos compuestos naturalmente presentes en los iLo

nogenizad.os (amf.noác1dos, protelnas, red"uctores) acel-eran

la d.egraüación d.e Ia DIMBOA, como es el caso de la clstef
ne (páe. l76i Argandoña et 4L,, t9B2; Niemeyer et 4.,
1982; Bravo et g¿. , agBZ). S1n embargor Gtr esta tesis no

se cuantificd 1a pérdlda. d.e todas Las etapas lnyoLucradas

en el procedlmlento usado, como la desa.parición d.e Hx de-

bida a su poslble degradación en l-os pasos que yen desde

Ia homogenizacldn de los tejidos hasta las extraociones e
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Figura 15. Hidrdlisis enzimática del DII\{BOA-G}o en ex-
tractos acuosos de maíz LII Rinconada.

Se molieron plántulas etioladas de 5 dfas de

edad y, a los tiempos señaIad.os, se bajó e 2t0 eI pll del
extracto acuoso, se extra jo con dter y se d.eterminó ia
Goncentración de IIx en a,mbas fases por el método de1 FeCJr.

Se supuso que prácticame nte tocio el gluc ósido (a) qued"a-

ba en l-a fase acuosar €tr tanto que Ia aglucona (O) pasa

ba a la. fase etérea. Irl tiempo cero se rea\izó molienclo
con IiCl l- nI, de moclo que el pH del extracto no subió c1e

2r0. Cad,a punto deL gráfico representa eI promedio de 3

réplicas t I error estándar.
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tdreas. Un experi-mento qu€ permitirfa obtener la recupera

bilid.ad de IIx con eL mátodo de extracción empleado, serle.

eL de agregar dlstintas cantidades de DIIIIB0A a varias pot

ciones de1 tejido fresco usado y cuantlficar los Ifu encon

trados r de txenera eLrc r ned,j.ante regresión ]ineal, see po-

sible obtener e3. porcentaje de recuperabllldacl d"e1 glucó-

sido total (ñr"oup = pendie nte . 100) y la cantidad d.e I{x

existente en Ia pranta (Hxplanti., = rntercepto . 
ffi ).

A partir d.e este mdtod"o uno pueCe llegar a saber ocn más

precisión cuánta DII''Its0A se desconipone d"urante La extrac-

ción (aunque las pIántulas de malz contienen lix)r midieg

r1o la cinética d.e degradación de le DIh{BOA en e} extracto,

ya q_ue se conooerfa la oantidad d-e Hx q.ue existe en 1a plag

ta. Por otro lad.or si bien este procedimiento para deter-

¡ninar la reouperabilirlad permite une muy buena. aproxima -
ción e la cantidad real o.e }ix existente en las plantas

(1:ues el intercepto y la pend,iente se determinan por uegre

sión l-lneaI) r es más costoso (". necesita DIMBOA purifica

da) y serla más lento (s" precisarlan más de 3 determina-

ciones) q.ue la tdcnica utiliE:ada en el presente trabe.jo.

Por 1o tanto¡ coilcorde con J-os experlmentos de reou-

1:erabilidadr For el métod.o aquf ernpleado se puede cuanti-

ficar la concentración de IIx en las plántulas con buenos

rendimientos y en poco tiempo. Además, oon este procedi -
niento cuantitativo se obtiene buena precisióne pue§ las
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rdplicas (.n trlplicado) arrojan valores cuyo error están

dar, en general, no excede eI 5 ib,1o cual es pcco noto -
rio ante las varlaciones de los tratamientos experimenta-

]es realizacios.

2. rlxtracción y medición de IIx

las rnuestres se obtuvieron {e sea cosechando porciones

de las p1ántulas cul-tivadas ad.ecua.damente, o bien usando

ulrectane ntc los frutos. Cacla nruest::a (> o 10 g d-e TF) se

molió en un mortero (agregand.c igua.l masa de egua en el ca

so c1e l-os frutos no germinados) y se filtró 2 veces según

1o descrito (pág.109). Los filtrados se juntaron y se b¿r

jó el pi{ a 3rO con I{CI 37 % p/r. EI total (o una alícuota

se centrifugd a 1.000 g por L0 min y ,se extrajo 3 veces

con dter (dter : extracto = I : i- v/v). Las 3 fases eté -
reas se juntaron en un frasco oscuro y se evaporaron so -
1:lando eire seco. A] remanente viscoso se le agregó 3 rnl-

d.e reactivo de FeCl, y a la solución resultente se le rie-

terminó l-a A a ,90 nm en un espectrofotómetro Beckr¡an DU.

Las Arro obtenidas se transformaron , mg de DrliiBOA . rn

toclos ros experimentos se traba jó e n ""r,IiÉo3Ír1'[ru , les

soluciones con DII{BOA se mantuvierot: a rnenos de 5 '' . Cada

ensaJ¡o se efectuó € n triplicarlo.
A1 seguir otros mdtodos de extracción alte-rnativos al

enplead"or s€ observó que¡
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i-) Sf al moler los te jldos se agregaba, etanol (llamil-

ton et aJ., 1962), y luego d.e filtrar no se lavaba el re-

siduo flbloso, se obtenla una mayor lectura d.e A que sin

el a.lcohoI, Sin embargor el lroceso era largo (conllevaba

mayor degradaclón de DIi\IB0A), costoso ("u usaba alcohol) y

engorroso ("e formaban emulsiones y habfa mayor variabill
dad entre las repeticiones). Por estor s€ prefirió lavar

el te jido resid.ual usa ndo ague solane nte .

j-1) Si al- moler sólo con ague no se disminula eI pH ,

te.¡ilbidn aparecfan emulsiones con el éter, a la vez que se

formaban preoipitados al agregar el reactivo de FeClr. Por

otro l-ado, Ja cantld"ad" de DII{BOA que se saca con dter d.es

de extractos acuosos a pll 516 es la misna que Ia extralda

a pli 3r0. Ademásr fa degradaeJ-ón d"e la DII',{tsOA d"ecrece más

de 10 veces a1 bajar eI pH a 3rA ('r/ood.vrard" et BÁ., t97Sa;

Iiie.rneyer §3 el., 1982)" Por todo esto: se prefirió dismi-

nuir e1 pli d.el extracto, aun cuando en las repeticiones se

obtuvo une \¡ariabilldad nlayol, pero no slgniflcatlva.
Por otra parter €1 que se cuantiflque Jos Hx totales cor:

base en una curya de cal.lbración realizada con nlii[BOA pu-

ra no es una. aproxlmaoión muy gru€sa t Íe q.ue tanto Klun y

Roblnson (fgOg; 5 varied.ades), como l{ood.¡,vard. (7975) y i/oo{

rqerd et al. (fgZg¡i t5 variedades)r demostraron que una.

gran proporción (> gO {, y 85 '/o) respectivamente) de los

IIx existentes en malz comesponde a DllrtB0A. I,,iiás aún, es -
tos rlltimos autores encontraron, en i:lántulas d-e 7 d"fas,
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una relación directa = f : I entre la DII\,ÍBOA determinad,a.

ilor GIC y los llx totales determinarlos por el método ciel

FeC1, (pás. 68). Sin embargo, ellos especifican q.ue este

rfltimo ilroced.imiento no proveerla una estimaclón segura

c1el, contenido de DIIIIB0A en malz e n todos los estarlos del

clesamollo d.e Ia planta, be-sados en que las cantid.acles Í€

]ativ¿:s de DIB0A, Dft'lB0A y DII{,B0A son mucho más varia -
bles en individuos de más edarl. ?ero 'r)ara toclas las rle

ternlnecione s efectuada.s en e sta tes j-s, só1o se usa.ron

p}ántulas (¿e no nás d.e 12 dfas cle edad). Sin embargo,

en planias de ma{z De Kal-b XL 335, las concentraciones

o.e D130A serfan mayores o menores que las de DIIvIBOA se

grln la temperatura de cultivo (Ttrompson et al. e L97O).

Lias, zrfñiga (rgoe) establecló que e I e flrtrt': de la DIijoA

es sól-o un 516 f, más alto qu€ ei de la DIIíBOA. L.326 y
L.256, respectivamente. Estos valores relativos, que caen

cientro del- error de medici6n en diferentes espectrofotó-

metrosl concuerd.an con 1o reportado por Vioodr¡¡ard et al.
(fgZg¡), quienes encontraron menos ilx por eI mátodo c1el

I¡eClr eüe por e} de GT,C en plantas con menor proporción)
cie DIBOA relativa a la d-e DII{BOA (páe. 18).
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C " §FECTOS nE Hx Y DERIYAI0S SOBEE I,A FASE IUMINICA Dlil 1,4

TOTOSTN'lES]S

Todos estos experimentos se hicieron a.dlcionando solu-

ciones con0entradas (generalmente )00 mlli) de 1os oompues-

tos en estudio (eOl, l,{B0A y DIirii30A d.isue}tos en dimetiL-

sulfdxi.do; DIIIB0A-GIo disuelto en agua), inmed.iatamente

antes de agregar l-os cloroplastos o las pr€paraciones en-

zimáticas al medio d.e reacción (sa1vo expresa.s excepcio -
nes) . Además r €tr algunos experinrentos, junto con col-ocar

tal-es compuestos, se agregó un exceso equimolar de I\'lgCl2

o de CaClr, I,es mediciones d.e Jas activid.acles fotofosfori
lantes y AIPdsicas se hicieron en duplioado.

1. Preparación de cloroplastos olase II

Los tilaoolcles se aisl-aban clescie hojas frescas de espi

neca ($pinacia oleracee. I,.) ad.quiridas en e} mercado. EL

procedimiento utlllzado (Ravizzini tt al., 1977) oonsiste

en que: se iluminan hojas sin nervadura gruesa (unos r0 g)

clurante T¿ b en agua corriente; se lavan con agua destilada

y se muelen, durante \5 seg y en frlo, con una juguera co

nercia] que contlene 40 mI d"e medio STII{ (saca,rosa 250 mi,Í;

Tris-llCl 20 mlr'I, pH 7r8 y MgCl, 5 ml'{); el homogenizaclo §e

filtra a través d.e un lienzo finor lor presión rlactiler ;

el fil-trado se centrifuga a 5.900 I durante I min, e 0 o 
;

el- precipitado se resuspende, mediante un pinoel: etr 4 mI
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d.e medio STI',I; esta suspensión se mar¡tiene en hielo y oscu

ridad, hasta su uso; se tleterrnina" el- contenido de olorofi
la, segr-1n eI n:dtodo de lVhatley y Arnon 6UO:), para 1o cual

se mezclan 20 ¡1 de la suspensión con lr mL de a.cetone i a

ilua = d : 1r se cent-rifu6e.y se lee la A del:lqlÉao sobrenadante

e 612 nn; el velor obtcniuo se rnulti¡rlica por eI f¿ctor

5 rB y se obti-ene, clire ctamente, le concentración en nLt c1e

clcrof i1a / ml c1e suslle nsión.

Debido el rudo procediriiento q.ue se em1:1ea, 1os cloro-
plcstos resultan con sus membran¿s envolventes destruidas,

iror' 1o cu¿:l- <1uer1a une suspe nsi-ón ie tilac oides y d"e gt,en¿)

que corresponden a l-os cloroplastcs clase II.

2. irotof osíorile ciones

La sfntesis de AfP se cleterminó en el rnismo meclio usa-

Co 1ic"re La resuspensión r1e los cloroplastos (rnedic STl,Í ) ,

con la aoición de ADP 2 nrfi, i'osfatc de potesJ-c 3 mi,i y f0
cpn de "1', concentraciones yariables de los inhibidores
e ensayarr / Xe sea m-sulfato cle fenazine 50 uI't (pfO cf -
clica), o bien, metll viol-ógeno (iriV) }00 rrl,l y aziua rlc Íio

riio ,00 ¡rlii (t'pO no cfclica). Poj: c;d,a tubo de enseyo Íle u

seron cLoroplastos equlvalentes a 10 tE de clorofila.
l,as reacciones se llevaron e cabo en L ml de voLunie n

total por tubo, a 25 o , en oscuriclacl o üon Luz saturante

prorista pcr une lámpara de halógeno de i00 i'Y. las síntc-
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sis d.e AIP se inlolaron al agregar los cloroplastos aI me

clio d.e prueba y se detuvleron después de 2 min medlante el

complejamiento seleotlvo de1 P, como fosfomollbdato de t{L

etllamina (rrtvtorfltAr); pe.ra esto se agregd 1 m1 por tubo

de un reactivo precipltante (Sagino y l'iiyoshi, 1964) que

contenfa molÍbdato d.e amonio 12 ml,(, trietilamina Or97 i'i y

áoido perclórico 18 m§I. T,uego se centrifugeron los tubos

a 1.500 ¿5 pol t5 mln. Del lfquido sobrcna.dante (e mf) se tom¿lron

a.l{cuotas cie 0r 5 ntl1 las que se depositaron en frascos

blancos de plástico que contenfan l-0 mI de agua destilada

c/u. Las cpm del 32P lnoorporado en e] AfP se obtuvieron

en un oontedor de centelleo llrluido Beckma.n LY233,

3. Iransporte de electrones

EI transporte de electrones que oourre en cloroplastos

clase II d.esde eI agua hesta el iriV fue medido como consu-

rlo o.e 02 con un electrodo Clark y un oxfgrafo Gilson. Tal

consurno de ox{geno está relaoiona.d"o estequlométricamente

l- : I con le lj-beración d.e OZ d.esd"e eJ. agua por los tila-
coides (rotólisis del agua).

Cad.a ensayo se hizo en 1r5 nrl de volumen total, e L5 o.

El nledio de reacctón usad,o contiene sacerosa 100 mhi, Tri_

clrie-l'laO]f,. 2, ü'üul (pl{ 8r0), NaCI 10 rnlú, MgCl, 5 miitr irlal'i, I
ml,{, I',fy 100 yLI y clorop}astos equivalentes a 60 uB d,e clcro

fila, Ademásr a1 medlo de reacción se le agregd AfP 150 ulit



y 800 ug de tripslna; oumplldos 10 minr s0 agregó un inhi
bid.or cle la tripsina disuelto en agua (fr6 ng/nl de med.io

d.e a.ctiva ción) .

la reacción enzimática. §e yealizí durante l-0 min a. 37"

con luz ambiente, transfiriendo alf cuctas rle 0r1 m1 deI ry'

dio con La AfPasa aottvad.a, a 0r9 ml de un medlo de reac-

ción [-t"i"-ucr 40 mM (pH 8,0), caclr S mtll y ArP 5 mul. La
L ' "t z - J

reacclón se d.etuvo adlcionando 1 rnl de TCA Or5 Ii. La sus-

pe nsión resul-tante se cie j ó en hi elo "

Para l-¡ ne dicidn rlel Pi liberado se usaron las reccnen

daciones hechc.s por Tausslcy j, Shorr (1,9fi). ?ara ello t cL

da ¡:luestra obtenid"a en el paso precedente se centrifusd y

e} lfquido sobrenadante se mezcló con 1rü ri.e reactivo colorante

(,Lue contenfa moLibdato d.e amonio 1r6 lo p/v, H2S04 1¡0 Ny

FeSOU 5 qb p/v) r ñánteniéndose en hielo, luegor ef color

azul- del- ácido fosfomolfbdlco reducid.o se d.esaruolló du -
rante ?r25 min a 37 o , o blen, durante I min a temperatu-

re ambiente, y luego se leyó la A de oada soluoión a 74A

nñr ), ¿ la cual- l umol d.e ?i e.n 3 m] absorbe Lrl_T t 0103

unid.ades,

t2L

9. Activiclad. AfPásica c).ependiente deI Ca++ en C!'-, soluble
l_

Se obtuvo CI', purJ.ficado d"esde espinacas según se ha

, /-.descrito (Lien y Racker, 1971) o Po.r electroforesis, reali

zada en geles d.e poliacrilamldar se encontró qu€ la.cure-

%e de }a enzima fue el- menos de un 99 fr. La ouant1fioación



del factor acoplante se d.etermlnd oomo protefna total por

colorimetrfa mdtodos d.e T,ovrry et a}. (fg:f) o del azul de

Coomassie (Spector, 1978) , usand.o albrlniina de suero de bg

vino (fSA) como estándar y corrigiendo por los fe.ctores +
propiados, pues diferentes preparacj-ones proteicas tienen

distlnta capacid"ad de unión con las tintures (Viate g! u1.,

19Bl). EJ. CFl se almacenaba insolubilizado con sulfato d"e

amonio, a 5 o . Para a.ctlvar Ia ATPasa se centrlfugaban

(por 3 min en una centrffuga Eppenrlorf 1200) alfouotas su

ficientes y eI precipltado se disol-vfa en eI medio de ac-

tlvación adecuado, determinándose eI contenido proteioo.

I,as activaclones por calor ¡r por tripsina se basaron en

1os métodos d.e f,ien y Raoker (fgZf). L& efeotuada por DfE

§e realizó de acuerdo a Ia técnica de Arana y Yallejos
( rgse) .

L,as reacciones se llevaban a oabo en tubos con l- ml de

un ned.io de reacción (m) iddneo, d.urante 5 a 10 min, a.

37 t 0r2 o ; se inlolaban agregand.o allcuotas deI CF, acti
vad.o a los tubos preincubad.os por 20 seg a. tal temperatu-

ra. La hidrólisis enzimática del AfP se detenfa adicionan

do 1m1 de fCA 0r5 N aI lr,G., no observándose precipitación.

los tubos se Llevaban entonces aL hielo. Para l-os blancos

§e prooedfa igual, só1o que La enzima se agregaba despuás

de1 TCA.

f,a medición del Pi llberado en cada ensaJ¡o se efectuó

agregando 1 mI d.e reactlvo colorante y prooed"iend.o como se

explloa precedentemente (páe. 121).



5.1, CFI activado por calor

El medio de activación [rris-ilcr 40 mM (pii Br0), ninuL-1
2 ml'I, ATP 40 m),1 y 100 pg de CF.,/rll I se caLentí rá.pid-amen-¿J
te nasta 63 o en un baño; a 1os 4 rnin se enfrió con agua co

rriente, manteniándose después a temperatura arnbiente. La

reección ATPásioa se inició transfirie ndo alfcuotas cte ,O

uI deL medio con CFt activado, e. 9rA uI de r,nr [Tris-ilcl 40

rrj.i (pll er0), ATP 5 mi,i y CaCl, : ,,t,!" 
r-

CJ

L23

Ccn experimentos cinéticos se d.emostró q.ue Ie. rea cción

ATPásica es lineal e 37 o por 1o menos durante l, min con
J! - -L-l-üa---ATI 5 nri,l y por rnás de B min con Ca"-ATF 0r4 mi''i.

5.2. CFt activado por tripslna.

Se preparó una solucidn (+oo ul) conformad.a por Tri-
oine-lrla0ll 40 ml'{ (p}I 8r0), ID'I'A 2 r:ri,i, ATI'I m},{ y 200 ug r1e

Clrl i Ia activación se inició agregando 10 ug de tripsi-
na y¡ al cumplirse 2-0 mln e 25 o , se detuvo adicionando B0

ug de un inhibidor oe la tripsina ciisuelto en 20 ml de una

solución de [ris-i{C]- }00 m}d, p}i 816. La. reacclón (f O min)

se inició agregando alfcuotas d"e ur5 mI del medio con eI

Cl,I a.ctivad"o, a tubos con 0, 5 ml c1e una solución a.cuosa

conforr¡ada por CaCl, 10 mlil y ATP 10 mlvl.

5.3. üF, activad.o por reactivos c1e Cleland (CI'l+)

Se activaba enzima suficie nte pera. cada expez'irnento,

concorde Gon eI mdtod.o descrito por Arana y Yallc; ios (Paz).



r
activación lkioin.-NaOl{ 40 m}iI (pH 8r0), DfE

L
EDTA 2 mh{ y 1 a 2 mg d.e CTL/ -I se incubaba

3 h a 25 o (con 7oz ambiente), llevándose a ce

cación de Ia enzlma al eliminar el reactivo

rediante Ie tdcnica d.e filtración rápida por

ón (Penefsky, L977 i páe. t?-i) t determinándose

te el conte nid.o c1e proielnr" en el eluido de

l-os mdtodos de iowry et gJ, (:-g>f) o del azul

(Sp.ctor, L97B; páe. 125).

ción de hidrólisis de1 ATP se iniciaba colo -
tas del eluldo (con Lr) a 5 uE cle Cfl) en 1nl-l
ne-l'[aoH 40 ml{ (p}1 Br0), Af? 5 ml'¡l y CaCl, , "l
luego de tiempos fijos entre ) y B min. Ulte

determinaba eI Pr_ lj-berad.o según se clescri-

1).
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6. Determinación de protelnas

6. 1 . t'Ídtodo d"e l,otvry modLif i ca do

Se preparó una solución iratrón de BSA (trOfe ne/n:-),

cuye conce'ntración d.e protefnas se determlnó espectrofoto

rriétricanente ( Ez: g = 6167 pera une sol-ución 7 9b p/v. li n

tubos rLe ensayo se colocaron mu€ stras cle BS,ri (f O - 100 uij

d.e protef na.s), d.e cFl (incógnltas), o na.rla (lrancos) y se

llevaron a 016 m1 con agua destileda, se ]es agregó 3 mI

de nrezcla cuproalcalina (t'larCO, 2 ';', en lilaOFl 0r l l{, CuSO,n

0r 0f i y tartra.to de soüio 0r 02 1i) y se esperó l0 rnin e
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25 o t aclicionando entonoes 0r3 ml c1e reactivo d.e Folin-

Ciooalteau dilulüo e l/3 con atua. luego de 30 mÍn a tem-

peratura ambiente, se leyó la A a 750 nm contra agua. i.,a

concentración de CFt se determinó en cacla ceso interl:olan

do en Ia curva de oalibración res.lrectiy¿r.

6.2. I1étod.o del azul de Coomassie

I,a preparaoión del r€activo se hiz:o con be"se er: e1 n{

tod.o descriio lror Spector (fgZe). Se dlsolvieron 10 mg oe

azul G brillante de Coonassie en 5 nI de etanol 9, o/o, $e

agre geron l-0 nt de ácido orto.fosfórico BB 9', y Le Ítez,el-a se

llevd a l-00 ml con a.gue, filtránclose a travds de une pla-

ca porosa.

Para La cuantificaoión del CF, se dispusieron mues -
tras d"e tsSA (1 - 10 ug de protefnas), de CFf (inc6gnitas)

o nade (¡fancos) en tubos de ensayo y se ll-evaron a 0r1m1

con agua; se 1es adicionó 1 mL del- reactivo y se Leyó la
A a 595 nm contra agua. Para cada determinación de protef

nas, previamente se filtró el reactivo.

7. Filtración rápida por centrifugación

Se erluilibró Sephadex G*50 fino €n amortiguador están*
rfdar f fricine-lrlaOli 40 mli (pH BrO) y iiDTA 2 nl'I I y se enpe.céL " J"

e n jeringas desechables (f - 6 ml r1e capacid.acl). Las co -
lumnitas se centrifugaron e 95 g por 3 min (temperature

a-mbiente). I,as muestras con CFt tretado se se¡i¡braron en
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e stas columnltes en proporoldn de ]00 ul/nt cle gel irincha

do, y se centrifugaron en iguales condicior:es. I,os elui -
clos se usaron pera los ensayos de a.ctividad enzj-mática ,

luego de determinárseles e1 contenido d.e protefnas,



RESU],TADOS

A. ESTUDIOS CUANTITATf S DII Hx BN ¡'IAIZ

1. Yariaciones en }a concer¡tración de Hx d.e acuerd.o a 1a

edad de las plántulas

Se puso a germinar malz en oscuridad (páS. l-02) y dia-
riamente se cosechaba un número suficj-ente de plántulas,
que se separaban en rafces y parte aérea, cuantificándose

la concentración de i{x por el método ya descrito (páe. ll4).

Para el dfa primero se usaron los embriones si-n d"ivid"ir *

l-os. Para el dfa cero se utiLlzayon los embriones comple-

tos de frutos sin cultivar. Se enesntrd q.ue la conoentra-

ción d.e }lx en las plántulas de malz cambla de acuerdo con

su edad (fig, 16.A). Se observó que los Hx prácticarnente

apareoen durante 1a germinacidn de las semillas, -ruesto
que en granos sin mojarr en frutr:s que finalizaron la i-rn-

bibición y en embriones proven:Lentes de cariópsides culti
va.das entre 2A y 26 h, se encuentra menos d.e 3 mg Ux/Ngff ,

val-or que corresponde aJ. límite de d,etección del métcdo

del- FeCl-¡ (en estos casos) " Las fases acuosa§ remanentes
J

de las extracclones etéreas resultaron FeC1, negativas, ig

l?.7
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Figura l-6 " Camblos en la concentración d.e Hx en plántu
l-as d.e mef z de edades diferentes, cultivadas
en La oscuridad.

Se sembró malz desinfectado en bande ja.s con
vermiculita en una estufa termorregulada a 28 ! I o , en

oscurid.ad. Se regaba diartamente con agua destilada.
A. En l-os tiempos señal-ados, se cosechaban plántulas su-
ficientesr so separaban las ralces (!) y la parte adrea0)
y se cuantificaba la concentracién c1e Hx mediante el pro-
cedimiento de1 FeCl, (páe. 114). Para el dfa 1 se usaron
l-os embrlones sin divldirlos y para el dla cero se utili
zaron embriones completos de frutos sin cultivar. Cada

punto corresponde al- promedio de 3 repeticiones + I error
estándar. B. Los puntos de estas gráficas se calcularon u

sand.o tanto eI peso fresco promedio de cacla uno de los ig
dividuos (no mostrado) como sus concentraciones d,e Hx (ver
parte A.). (l) t rafces; (O): parte aévea; O): total.
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dloando que tampoco existlrfan Los gluoósid"os d.e HN. Ana-

llzando Ia parte aérear s€ ve que ya a1 2e dla d.e cultivo
existe una alta ooncentracJ"ón de }fx, la cual slgue lnore-
mentándose hasta un máxlmo alrederlor d.e1 4e d,la, para luq

go ir d.lsmtnuyend.o grailualmente hasta un lfmlte de aproxt

naciamente a/: de Ia mayor oonoentraclón. Mlrando La gráfi-

c& ooruespond.lente a Ia parte subtemánea (ralces prlma -
ria y seound.arlas)r §€ apreola un oomportamlento slm11ar¡

pero 1as conoentraolones nCI al.cannan a Ia teroera parte de

las encontradas en Ia porolón aérea (excepto en 1os 2 pri.

meros dfas). Cabe notar que en Ia parte epfgea b.ay una ma

yor d.lversid.aü d.e órganos oonsi-d.erad.os que en 1a porclón

radloal. Ademásr al ouantiftcar Ia presenola de Hx en 1os

esoutelos, tambldn se observó un patr6n parecld,o (no mo§-

trado), con concentractones inferlores a Ias haLlad.as en

las rafces.
Por otro l-ador se v1o que las plántulas oreoen exponen

clalmente en sus primeras Bemana§ (no mostrado), de modo

que la cantldad. total de Hx en cada plántula no sigue ne-

oesarJ-amente eL mlsmo patrdn q.ue el de las coucentraolo *

Desr Esto se verifioa en la Flg. 16.8, dond.e se apreola

que eL oonteni-d.o total rle Hx en Ia plántu1a sJ-gue una our

rra slgmolciea, auya meseta se a7-canza práotlcamente a los

7 dfas d.e edad", para d.espuds oontinuar subtend.o lentamen*

ter aI menos hasta los t2 dfas. Tambidn se observa que al
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4e dfa §,e etlad (rnáxfma ooncentraoidn) sdfo hay un tercio
de la cantid.aü de Hx encontrada a los 7 d.fas. Ad"emdsr Éü

la llustractdn L6"B se ve q"ue una grer proporcldn del con

tenido d.e Hx'se ya aoumuland.o en }a parte adrea, eaeon -
trándose LLn 94 % del total a los l-2 dfas. En la mlsma ft
gura se tre {Lte en l-a parte hfpdgea el contenid.o de llx aL

üanua un máxin¡o a los 5 d{as de ed"ad, y luego ya decayen

do l-evemente. Esto suglere una degradaclón r:eta d"e los

lrid-roxasatos en las raf oes yl o transporte haaJ-a la parte

epfgea" AIgo slmilar sÉ Podrfa inferir oon respecto a l¡s
escuteJ.os, aunque debid.o a su baja ooncentración es Hx y

a su pooo peso lndtv1dual, l.a cauti-ded f,e trfx exi"stente en

cada uno üe estos drganos es tan pequefr.a que no se oou*

siderd al confecclonar la Fign 16.8*

Con cultivos efectuados & La luz (páS,103) se obtuvie

ron resultadon sfus1lares" §n la FIg. 17.4 eparece la va-

riacidn q.ue experi-menta Ia oonCIentraoidn d"e Hx si 3as pláU

tulas son oultivad.as etr presencia de luz' §e aprecia u§

patrdn pareol-d.o al mostrado on la Fig. 16.4 (osrrespon *

diente a pIántulas etlolad.as)r excepto que: f) e} máxlmo

§e alcanud a los 3 dfas de ed.ad"r fl 1i) Las üoncentraoio*

nes §os me.yores en arnbas porclones d"eI vegetal (adrea y
radicaL). ñxaminand.o la FIg, 17"8y se observa que el ao§

teni-d^o de I{x lJ"ega a r:.n máxfmo alreded.or de }os 8-9 d{¿^qc

aun cuando las cCInoentraclones a esta edad no son Las ma

yore§. En este Gass¡ ilo s61o en las rafces d"ieminuyó l-a
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Figura 17. Yariaciones en la concentración de Hx en p}án
tules de malz de ed,a.des dlferentes, cultiva -
d.as a La 3-uz.

Se procedió del modo d.escrito en la leyencla
de la !'fg, f6, excepto que l-as bandejas se colocaron en
un lnvernaci.ero termoruegulado a 28 ! 2 o con luz contlnua
provista por 3 ampoJ.letas incandescentes (+>O vt¡ y LZ tu
bos fluorescentes (+eO W), ublcados a 80 cm de Ia super-
ficle de cultIvo. A. Cada punto representa el promedio de

3 determlnaclones j l- emor estándar. (f): rafces; (O),
parte adrea. B. I,os puntos de estas gráficas se calcuLa-
ron usand"o tanto eI peso fresco promedio de cada uno de

los ind.iyid.uos (no mostrado) como sus concentraciones de

Hx (ver parte A") . G) , rafces; (O) : parte aéyea; (O) :

total.
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cantldad de Hx, slno tambidn en la parte epfgea d,ecayd ,

dand"o cuenta de Ia decLlnaolón deL oontenldo total en eI

vegetal-. Ademásr la aoumulaolón de Hx oourrió en nucho mg

yor proporci-ón en la porcidn aérea, llegando a ser oasi un

B0 % del total.

2. Cuantlficaolón en distlntos órganos deJ, vegetal. §fecto

de Ia edad y Ia lumlnosid.ad

Se cultlvd malz como se descrj.bló (páe, 102) " A 1os 5

y a Los B dfas d.e edad. se oosecharon por tripllcado diver

sas porclones de las pIántulas (tallos, rafces, nomófilos

y ooLeoptll"os) y se anallzaron en cuanto a su eoncentra -
c1ón de IIx por eI mátodo de1 FeC1, (páe. 114).

En La Tabla VI.A se pued.e apreclar que dÍversos órganos

de plántulas etiol-ad.as d.lf1eren en cuanto a Las concen -
traciones de áoidos hidroxámÍcos, siend.o mayores en l-as

porciones adreas, espeolalnente en las hojasr €tr ambas e-

d.ades analirad.as. famblén se observa eüer aun cuando las

concentraclones d.lsmtnuyeronr el contenldo total de Hx au

ment6, d.ebido a] lnoremento en el peso lndlvidual propor-

ciona}nente mayor. Tambián se ve que el oontenido d"e Hx en

los nomdfllos aumentó a más del doble e a la vez q.ue por -
centualmente eI lnoremento fue del 35 al 70 0Á del total;
esta alza expllca el aumento d.e Ia cantidad de Hx en la
plántula, a pesar que dstos dlsmtnuyeron en todos los de-

más órganos.



Tabla Vf. Contenido de Hx en

plántilJ-as de mafz

A. CULTIYOS El{ OSCUR]DAD
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dlversas pCIrciones de las
IJ{ Rlnconad.a.

ndad OrEa/ -¿(culás/ nos drg. de I pt, (mg/Kg Tr) tug" de I pL

pS de [§' Ac. ]trlfuox" [¡g de ]ix mg HxlKg Tr'
(ponderad o)

+

+

-t-

-i"
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r\U
r
R
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7 32-
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Ihh 5

*,¿v

*:*I t"l't

19 03

AÉ.A

88
¿/
14
19

N

rna

Total

"¡aa

1r¿"

-1(J0

24üt+
758
714
lqq

l) 1

r¿.
-in

'-)))'1
:1T.7 F
l6trJ
l-21ü *

:tr
*
I

*

1578

399
J- f..ja) c,

'1 "t^ t,J^J W.+

B" CUL'I.'IVOI] A ]Á I,VZ

N
r\

r
R

Total

66
6,

.Lo t

) 389-t rin"1
1 '/'i l.

l-1.{}8

1CI6
Áa
36
¿l

( C,(l1v¿J I

1u2 F
ilJ.,l

2ü7 *

&

-+-

1-

'l/,1Fi
J'+ .. /

-1 I r\a)-L-L\r(-

4¡+1 i 091.

N

rn
I

tL

'Iotal

+)4
2A
l)O()(J

368

2498
lú)
7A2
74A

140
10
2\
55

J

"r
!

+

1084.I
22>
62J

272 *
27?0

740
91!l -1.,1.r-4fJ

hlafz d.esf nfeotad.o se drspuso en bande Jas cCIn vermtculi
ta y'a sea eR una estufa termomegulad"a a AB j I o, en o§-
ourid.ad (¿.), o bien, en un inyernad"ero a A8 f Z o , cofi
luz contlnua (930 [f) a B0 om de la superficie de cuttiyo
Í- \ :. ^(8.). DiarÍamente se regd con agl¡a desttrada" En ros tieqr
pos señalados sü üosecharon pl-ántulas sufletentesy se se-
pararon en nomófl}os (N), coleoptito (C), taLla (f) y ral
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Tabla YI. Continuaoión.

ces (n) y se les c uantif lcó l-a c oncentración de Hx medlaq
te el- procedimiento de1 FeC1, (páe. 114). pl.: pldntula;
órg,: órganoi los valores d"e concentración o.e Hx en e] TF

corresponden a3- promed.lo d.e 3 rdplicas 1 l- error estándar.
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Por otra parter €D Ia mlsma tabla se puede Yer que en

1os tal1os üisminuyó su masa ("u encontraron oolapsados)r

1o 0ua1 lnd.ica una absorclón d"e material desde éstos y

transporte haoia otros órganos. Cabe recordar etrer eR es-

te Gasor el agua no es un faotor limitante y que Ia p1án-

tular €n Ia osouriiiad, depende exoluslvamente del mate

rlaJ. seoo almaoenado en el fruto. En los demás órganos au

mentó su peso y los nom6filos pasaron a ser los órganos

preponderantes a los I dfas de edad.

tales antecedentes sugieren que ¡ i-) 1os Hx podrfan ser

trasladad.os hasta los nomóf1los desde 1as demás partes (dA

da su párdida de masa) t y/o i1) habrfa una d.egradaclón ne

ta de esos compuestos en los tejidos más viejos, existlen
do sfntesis sóIo en los tejidos nuerrosr Btr alguna etapa

de su desamollo, siguiendo después soLamente degrad"aclón

en esos mismos tejldos. Esto último también es sustentado

tanto por eI hecho que el mayor creclmlento del vegetal o

curre en los nomóflIos como por los resultados de Argand"o

ña et aI. (fgef), de Corcuera qt ql. (fgaz) y de Ylrtanen

et qI. (1957), quienes ha].laron más altos nivel-es d.e Hx en

hojas más nuevas.

fanbldn otros autores han encontrado dlferentes concen

traciones d.e Hx en l-os dtstlntos órganos de una planta. A

partir de sus datos (poco precisos i páe, 14), BeMll1er y

?appelJ-s (196ra) sugieren que tod.as las oélulas vl-vas del

malz contienen oasl Ia misma cantidad de fracción glucosf
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Con respecto aI factor luzr s€ encontrd eü€r en cente-

tror la concentración de B0A determirrad.a en pLántulas ver-

des fue 4 veces Ia obtenida en plántulas creoicias en }a os

curidad (virtanen et Bl., L957). De acuerd.o con Brandes y

Ileitefuss (fgZf) ¡ Ias plantas cultivadas con dlferente oan

tidad de Tuz (6 y 16 h d.e fotoperfodo) parecen no diferir
en Los contenid.os de DIMBOA-G1o y de aglucona medid.os por

absorción en eJ- UY, aunque sus resul-tados son poco preci-

sos (pág. l5). En 1a presente tesis se encontrd que Ia cog

centración de Hx es mayor ouando eL me.t-z se cultlva a J.a

J.uz que cuando se hace en oscuridad, tanto en 1a planta

completa como en órganos particulares (comparar la parte

A con Ia B de l-a fabla YIr y la Fig. 16.A oon 7a l7.A).
Sin embargor el contenid"o total d.e I{x en cada pIántula su

fre variaciones d.lferentes (talta YI y Figs, 16.8 y 17.8),

I,a disparÍdad entre los tratamientos se explicarfa porque

]as pIántulas cultivaclas a la luz pre,sentan nomófil-os más

desamoll-ados (mayor masa) r X estos órganos tienen una

concentraoldn de Hx muy superior al resto, en tanto que

1os ind.ivid.uos cultivados en la oscurid ad poseen rcás des¿

uollado eI taI1o. Ad.emásr s€ observó que el contenido to

tal d.e Hx es parecido en plántulas que se cultlvaron a Aa

Iuz y en oscuridad. Entonces, la ráyor eoncentración de ltrc

en las prlmeras se explloa porque su masa es proporciona.l

mente menor, ya que, como se sabe, a edades tempranas las

plántulas crecen (s" elongan) más rápido en la oscurid.acl

que a Ia Iuz.
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Por otro lador €h Ia tabla YI se rre que, en las pIántu

las sometid.as a ambos tratamientos, La cantidad total de

Hx sól-o aumentd en los nomófilos, decreciendo en los demás

órganos (exoeptuándose que en los cultivos heohos a la laz

eI contenid.o d.e Hx también aumentó en la porción radical).
Sin embargor eD ejemplares que crecen con luz tiende a dis

minuir la cantidad absoluta de Hx luego deI náximo cLue se

alcanze a los B - 9 dfas (fig - 17.8), no ocumiendo 1o miq

mo en eL tratamiento oon oscuridad (fig. 16.8). Esta d.isi

milltud puede deberse a un suceso temporal d.e su ontoge

nla, quizá propio de La variedad" estud"iada (lH ninconada).

I{l-un y Robinson (1969) mostraron ere r aun cuand"o determi-

naban cad.a vez menores concentraciones d"e B0A y de l'{B0A a

medida q.ue las plantas se desarrollabanr el contenldo to-
tal segufa lncrementándose hasta el estado de madurez.

También mostraron que en algunas variedades yol,¡fa a au-

mentar Ia conoentración de Hx en etapas ulteriores c1e l-a

ontogenia. En el presente caso se ye q.ue incl-uso 1a con -
centración tiende a ser lnferior en las plantas crecid.as

a Ia luz respecto de las cultivad.as en oscuridad, a los

12 dlas de edad (ffgs" 16.A y L7.A), I,a mayor baja en las
primeras referente a la ca{da de las segundas puede ser

causada por l-as diferentes vfas metabólicas en funciona -
miento preponderante, dada }a formación de estructuras fo

tosintéticamente activas en los ind,ividuos que se desarro

ll-an a la fuz.
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3. Efecto cle la temperatura sobre el oontenido de Hx

Se cultlvd malz como se describió (fág" 102 ), coloodn-

doser eB oscuridadr una bandeia a 24o , otra a 2Bo y o-

tra a 32o, en estufas separadas. A 1os 5 y a los B dfas

d.e edad. se cosecharon las partes adreas de las plántulas

y se cuantifiod la exlstencia de Hx de acuerdo a1 método

ya infornado (páS. 114).

Según se observa en Ia Tabla 1rII, en general 1a concen

traclón de Hx disminuyó a medida que se aumentd la tempe-

ratura de cultIvo. En camblo, ocurrié 1o lnverso con e 1

contenido total de Hx, excepto er¡er en ambas ed.ades, hay

lguales cantidades en plantas cultlyadas a 28 y a 32 o 
o

[ambldn se observd que las pIántulas crecen más (en 1o

que a altura y masa se refiere) a mayor temperatura, en eI

rango estud.iado, al realizar l-os análisis d.e yarianza res

pectivos.

fhompson eJ al. (rgZo) haLl-aron euer en mafz (nexatlxr,

fil) r la conoentraclón d"e glucósidos de benzoxazl-nas es me.

nor que le, mltad en rafces coronarias de plantas crecidas

entre 10 y 15 o que de aquáIlas cultiyad.as entre 25 y 30 o.

Incluso parece canbiar la distrlbución de especies de beg

zoxazlnonas, puesto que s1 la temperatura de cultivo osci

Ia entre 10 y 15 o , 1a concentraclón de DIBOA es menor que

la d"e DIMB0A, en tanto que entre 25 y 30 o oourre 1o in -
Yerso. f,os resultad.os d.e esta tesis no se oontraponen con
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en osTabla YII. 0ontenido
curiCad. a

de lIx en plántulas cultivadas
dlstlntas temperaturas o

Edad
(ola")

Tempera -
tura ('c)

Altura de mg TI Ac.

Fr. (**) pf (*e
Hldrox,
/ ]íe tr')

F8 de TT-.
iL-¡-

24

2B

ñ'l

128
162

3t7
488

578

4

191
66

661

980
95+

2,A93
2,Oü9

L.6'L

t
t
:

o ¿+

LL)

1C

128
210

?40

5iB
798
810

1,7 44

1.516
1.4r4

973
L.l7g
i,178

Mafz desfnfe*tado se d^lspuso en banclejas con yermj-oul1
ta, colocando una a 24o, otra a 28o y otra a 32o, en estu
fas separad.as y en oscurld.ad. Diarlamente se regó con a -
gua destilada. A los 5 y a los B dfas se cosechó l-a parte
aérea de las p1ántulas y se cuantificaron Los Hx por el má

todo del tr'eCl3 (náS. 114), pl.: plántula; 1os yaLores de

concentraclón de Hx en e1 'IF corresponden al promedlo de

3 rdpJ.icas t l error estándar, en el caso de los 5 dfas
de edad; para los I dfas no se hizo repeticlones.
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los de Thompson, puesto quü é1 compard otros interya-

los de tenrperaturas (f 0 * 15 y 2, - 30 o ) "

4, Efecto de J-a disponibiliüacl hfd"rioa sobre el contenidr:

de Itu

§n 3 bandejas se cultivd ma{z en oscuridad segrfn 1o ig
di.cad.o (páS. 102), exoepto que e} sustrato se regó comopp""

ra tenerlo üon yr, 1 o 114 veces su capacidad. de campor re§

peetivamente. A los 5 y a los I d"fas se rosecharon las pa{

tes adreas y se determind 1a cantirlad. de I{x que posefan ,

segrfn e} mdtodo usual- (pdg.114) " JIn la Tabla 1¡III se mue§

tra eue r para ambas edades, Ia concentracÍdn de lix d"ismi*

nuye a medida que aumenta Ia disponibilidad de a.gua" En

cambio, eI oantenido total €s mayor cuanüo Ia humed.acl es

suficierrte o más; l-os valores de] tratamlento oon exsesCI

de agua no alcanzap a ser significativa$ente mÉnores (ni*
vel de 5 {r) q.ue los de1 tratamiento con h¡.¿nrerj.ad. intermerli-a.,

Ademásr se ve que el oreolmiento cle las plántulas es ma

yor cuand o hay más e,gua d.isponible " De acuerd.o a J.os aná*

lisis üe varlanza efectuados, J-os tratamientos d.an resul*
tados d1sfmlles tanto en al-tura como en masa d.e los ejem*

plares.

Asf3 tanto el 0clntenfdo totat oomo la oonüentracidr: d.e

Hx en las plántulas d"epende de la oantidad de agua quÉ és

tas puedan absorber"



Tabl-a YIIL Concentraclones de Hx

das en oscuridad bajo
hfd,rtcas.
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en p1ántulas cultiva -
d.iferentes condtclones

Edad Capacidad
(¿fas) oe ,u*po*

Altura de

p}. (*m)
Ac. Hid.rox.
(me / xs rF)

mg TF

pl.
l¡ . j.e llx

-lEra n tura

or5
fr0
lr5

83

151

160

260

492

,98

2.996
L.77 5

L. 428

749
873

854

J
J

I

?

l-

L9

t
t
-t-

I 015

]ro
1'5

1l_0

2A9

282

289

ú0
93l-

2.513
1,434

895

l-74
138

5L

726
903
813

Ma{n deslnfectado se dispuso en band.ejas con vermicu-
lita¡ las que se colocaron en una estufatermoruegulada a
28 t fo, en oscuridad. + Diariamente se regaba oon agua
destil-ad.a suficlente como para tener e} sustrato con y¿,
1 o ATá veoes su capaoidad d.e oarnpo. A Los 5 y a 1os I
dlas se cosecharon las partes adreas y se d.etermlné Ja
concentracldn de Hx segrfn el prooed.lmlento deI Fecl, (nás.
114). pl.: plántula; Ios valores de oonoentraclón dé i{x
en e1 te jldo fresco (re) corresponde n ar prome dio d,e 3 ré
plicas t 1 error estándar.
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Bo EFECT0S IJH Hx Y DüRIlIADOS §OBRE lA EfApA LUMIN0SA IE

I,A FCITOSINfESI§

Hasta el momento se ha mostrad.o eüer en plantas intac-

tas de malz ],H Rlnconada existe eI DIMBOA-GIc en elevad.as

concentraciones (> 5 mM), compuesto que se htdrollza rá*

pidamente a azú.aat + DIMBOA. [ambién se ha expuesto q.ue es

ta aglucona i-nhibe hongosr ba.cterlas e lnsectos y causa

fitotoxicidad.r no conocidndose su modo de acclón molecu -
lar. En adelante se mostrará esencial-mente eI efecto negg

tivo de ].a DIMBOA sobre reacciones d-e transducolón d.e e-

nergfar eu€ corresponden a sistemas metab6licos presentes

en toclo ser vlvo.

1. Fotofosforllacione s

Tanto J-a PPO ofoli-oa (catallzada por metosulfato d.e fe

nazLna) como la PPO no clcllca (acoplada a1 transporte de

eleotrones d.esde eI agua hasta el metllviológeno) resulta
ron inhibidas en la misma extensión por la DIMBO¿ (I¡0 =

I mM; F1g. 18). E} DIMB0A-G}o y las benzoxazollnonas B0A

y MB0A tambidn disminuyelon Ia velocldad de ambos proce -
sosr pero sus I¡O (ooncentracidn de inhibid.or necesariapa

ra prod.uclr 50 1b d.e lnhlblolón) fueron mayores q"ue la d.e

Ia agl.ucona (4, 3 y 3-16 veoesr r€spectivamente; Fig. lB).
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Figura 19.
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naca (60 lrg de cloroflla) suspendidos en lr5 mI de un ]im.

con sacarosa 100 mM, friclne-NaOH 25 ml"i (pH Br0), ltraCl 10

ml,,{, t{gC1, , d{r Nal'[, l mlrlr fietilvj.ológeno 100 ¡ll'{ y DIIvIBOA

en l-as concentraclones lndicad.as. Además, al iv[i se le a.-

gregó ATP 150 pM (transporte rle electrones basal), o bien,
ADP 2 mld y Pl 2 mlVI (transporte acoplado a la sfntesis de

ATP), o bien, ATP frO FM 
y metilamina l-0 ml'{ (transporte

desacoplado de Ia sfntesis d.e ATP). La reacción se inició
con luz saturante (3¡O vu) y se d"etuvo con cscuridarl.

30

e1 transporte fo-

clase II de espi-

o o .. v
oo \'/ 

üesacoptado

Acopla do

Basa I
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[uz Iuz

Dlt"'lElOA-Glc

F1gura 20. Efecto del DIIvIB0A-G1o sobre eI transporte rle

electrones en cloroplastos.

EJ. procedimiento
nes usad.as están señalados en

excepto que eL inhibiclor aq.uf
10 mir{. I,os números sobre las

seguido y 1as concentracio-
la leyenda de Ia. Fig. ]9,
utilizad.o (Dft'tnoa-G]o) fue
pend.ientes expresan l-a ye-

locidad del- transporte de electrones en ¡reeuivalentes de

Or/mS de cloroflla/h.

"AIJP, Pi
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). Aotividad AfPás1ca en cloroplastos clase II

El CFI unldo a la membrana tilacoide tlene una activl
dad AfPáslca latente que puede ser desenmastarad.a ya sea

mediante il-uminación en presencla de tioles reactivos, o

bienr por tratamiento con tripsina (Moüarty y Racker ,

1968). En la Fig. 2l se aprecia 1a inhiblción oausada pe

l"a DIMB0A y e1 DIMBOA-GIc sobre la actlvidad ATPásica de

cloroplastos clase II activaclos por tripsina. Se rre que

ambos compuestos lmpiden 1a catál-isis efectuada por 1a

Ca++-ATPasa en l-a misma extensidn en que inhiben 1as PPO

y el transporte acoplad.o de el-ectrones; Ias ItO de ambos

conrpuestos son 1¡7 y 6 mM, respectlvamente.

4, Aotividad ATPásica en CF, solubl-e

4.1. ATPasa activada por tripsina o por calor

Cuando el CFt es llberado desd.e las membranas tila-
coides, su actividad AfPásica puede ser gatillada tanto

por calentamiento como por tratamlento con tripsina (Vag

butes y Racker, 1965). En la Tabla IX se ve el efecto que

la DIII{BOA y su glucósid.o e jercen sobre la actividad ATP_

ásica, tanto del- CFI purificad.o y activad"o por digestión

enzlmátioa o por calor, como de cloroplastos clase II. Se

observa que La inhlbiclón es mayor en el último ceso r s§

girienrlo q"ue la enzima tiene otros sitios senslbl-es, a 1a-

DIMBOA aI menos, cuando está unida a }a membrana (o seac

tivó estánciolo) .
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Figura 27-, llfecto d.e l-a DII'{BOA y de su glucdsido sobre
la hidrd1tsls de ATP cat,a3:zada por e1 CI',
activado por tripsina en l-as membranas tila-
coides de espinaca.

la reacoidn se vealizí (tO m:-n, 37o) en un

L,m (1 mI) con Tris-HCI 40 mM (plf 8r0)r CaCLr 2 mNI, ATP

5 mM, ATlasa actlvada (páS. 121) equJ-valente a 20 fg de

clorofila y las conoe ntraciones mostrad.as d.e DIhlB0A o c1e

DII{BOA-G1o. l,a actividad control fue d.e 7e ¡rmoles cle ,i/
rng de clorofila/h.

DIMB0A-Gtc
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Tabla IX, Efeoto de Ia DII¡ÍBOA y de su glucdsido sobre

las activiüades A[Pásicas del CF, purlflca-
d.o y e n c loroplastos olase II d.e esplnaca.

Preparación Concentra- Activldad. % aej-InnL 0Loor
ci ón (mNI) AT?ásIea+ o ontrol

CFl activado
por tripsina

CF, activad.o
pcr cal-or

Cloroplast os

activados por

tripsina

C ontrol
DIMBOA

DIMBOA

DCIlB0X.{lc

Control
DI[[BOA

DI}JIBOA

DIIttts0A-{1c

C o ntrol
DIl\{BOA

DIMBOA

UIMB0.é"{1c

n

I

,
5

0

¿

1

5

12rj
l;/
EE)rJ
9rg

13 r7
Br9
4rB

'1 1 ELJ.7 )

78 ¡o
ll té

6r2
46rB

100
62

44

79

l_00

62

35

B4

100
22

I
bU

n

2

,

* Lu." actividades están expresadas en ¡rmoJ-es de tr/m8 cle

clorofila/h (en cloroplastos) y en ¡rmoles Pr,/mS de protel
na/min ("n el CF, puriflcado). I¿. hidrólisis de Afp se dg

terminó en un l!fil (f ml) con CaC1r 5 mlvt, ATP 5 mM, 5 pe d.e

CFt (pág, 124) y ya sea Tris-HCl 50 mM (pH 8,6) para ul tt
aotir¡ado por tr1ps1na, o bien, anortlguador Tris-HC1 40
nlrt (pH Br0) en eL oaso de1 CFt aotivad,o por calor. Los va

l-ores para los cloroplastos activados por tripsina se ex-
trajeron desde Ia Fig, 21.
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5, Actividad, AIPási-oa d"esenmesoarad.a por reaotlvos rle

Clelanü

Si el CF", se libera desrle las membranas tilacoirles, §u
J.

actividad ATPásica latente puede ser también desenmasca-

rad.a por incubacióu prolongad.a con tioles (Farron yRackm,

1970; MoCart¡r y Rackeru ]968). Concomitante oon ta aoti*
vacién aparecen 2 grupos sulfhidrilo accesibles en 1a su§_

unídad" Y, comü reeultado de l-a reduccidn de Lln pue nte di
sulfuro. A úontinuacldr: se presentan Los resultados de e{

perimentos e feetuados oon CF, purificad"o y luega activa*

d.o con DTE o DTT (C¡'.+) 
"'l

5.1. ]lfecto de Ia concentración de B0A, IUBOA, IIMBOA y

DIivlBOA-G-Lo

En tu'Lros üon l mJ. de medio d.e reacoidn (m) y mantq

nidos en hiefa: §€ colocaron di-stintas al{cuotes d.e los

f nhibidores dlsueltss e J-nmedlatamente se i-nicid la reac

cidn ATPásiea oon La adlcidn de 3 Fg de Ctr* (pás. 124)

a los tubos preincubad"os par 20 seg a 37 §.I,a reacción

transourcid d"urante 7 min.

En la Fig . 22 §e muestra qlle la acttvidad ATPásioa

del CF-,+ es inhibtda por todos J-os compuestos ensayados.
J

Las benzoxazolinonas y e1 glucósid.o tj-enen un efecto pa-

recid.o entre s{ y poco notable (con 10 ml\¡l inhibep menos
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Figura 22. InhibicLón por DIi',{B0A, }.1!¡¿, B0A y DIi,{B0A-{i1c

de la actividad ATPásica de1 CFr+.

La reacción se efectuó (l min, 37') en u.n t'llR

(1 ml) oon Trlclne-Na0H 40 mlul (pH Br0), ATP 5 ml,{, CaCL,

5 mlvl e inhlbidor según se muestra, inlciándose l-a catáli
sis al agregar 3 fg de tul* báe. \24) a las muestras prg
:-ncubad.as por 20 seg a 37o y detenidndose a} adicionar 1

r¡1 de ICA 0r 5 N, §1 Pl llberado se determinó colorimdtri
camente (pág. 121). f,as actividarles control fueron lJrB ,

L3r7 , 1216 y 11"17 ¡rmoles fr/mg protelna/uin para Ios ca

sos de DIMB0A (O), IIIBOA CI), B0A (O) y DIx'180A-G1c (O) ,
respectivamente. En el inserto no se muestran los puntos
pertinentes a Las dos más baias concentraciones de DIIiIBOA.

Loq DIHB0A0" 0,s 1

qg.
I

U,¿+ >

tr¡
(f,

-0J
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del 4A fo). L€.agl-ucona hidroxámica provoca un efecto más

intenso (la aot:-ridad d.isminuye un 5O {, con DIIIB0A , m}0.

Esta inhibtclón es simllar a 7a encontrada en Los casos

de CFI activado por calor o por tripsina (fanta IX). In-
serto en la ilustraclón se muestra un gráfico de Hill de

l-os d.atos obtenid.os con DIUIB0A;la pendJ-ente de la recta

es g = 1¡03¡ lo cual- sugiere una carencia de efectos coo

perativos en Ia inhibición y que l-a enzima aparentemente

unirfa 1 mol de Hx por mol de sitio activo,

5.2. Dependencia del tiempo de preincubación del CFr+

con ]a DI}{BOA

Se mantuvo incuband.o Cul* (f r3O mg/nt de la solución

a"mortiguadora Irlci-ne-Na0ll 40 tr¡M + EDTA 2 mM) a 25 o en

2 tubos, a uno d.e 1os cuales se agregó DI¡,[B0A como para

tener 5 ml,tl y, al otro, solvente solo para diluir rle igual
manera. A distintos tiempos se tcmaron alfcuotas de elui
do que contcnfan 4116 Fg de protelna, la que se ad.iciond

a tubos oon 1mI de I\m., midiéndoseles entonces la activi
dad AfPásica. I,os tiempos cero se hicieron sin inhibid.or

+ (1 mglmf) con DII\ÍBOA

luego ir transfirien-
se observó que la ac-

medida q.ue transcurre

y con DIMBOA 17 r5 ¡rM. Se control-ó la inhibicidn con DIMBOA

? mltf en el &lR.

De modo eüer al preincubar CFI

(5 mu) en un med.io sin Ca++-Af?, y

do affcuotas a un hlR con sustrato,

tividad ATPásioa ya disminuyendo a
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el- tiempo de preincubación (Fie. 23). Esta desactivación

aparente de la enzima serfa irreversible ¡ Ía eüe r a pe

sar de la diLución del i{x (o 1o que queda d.e é1) aL trans

ferlr las al-fcuotasr se observó cada Yez menor actividad

de Ia enzinra preincubada con el inhibidor que de la AfPa

sa, sin é1 (rig. 23). A tiempo cero, La enzima es muy po-

co afectada en su actividad (t1ene un 98r3 üio d.e Ia del

control), debido a que la DII',,1804 se dlluye nLás d.e 200 vs

ces al c olocer las alf cuotas en el itlR. En cambio r si se

transfieren allcuotas similares a un IúIt con DII!{BOA , ffiMr

se aprecia una inhibición de un ,A % (rig. 23). Esto in-
dica q.u€ hay un efecto rápido (se aprecia en cuanto que-

clan en contacto eI CFa+ y el IIx) Que es reverslble.

5.3. Reversibilidad de La inhibición por DIi,lB0A

En cada uno de 2 tubos se colocaron 100 ¡rl- d.e amor-

tiguador estándar con 89 pg de CFI*. Se preincubaron a

25 o y suceslva¡lente se ]es agregó CaCl, hasta 7 mM y ATP

como para tener, mM; además, a uno de el-los se le adicig

nd DI},IBOA hasta 5 mM slmultáneamente con el ATP. Se incu-

baron a dicha temperatura por 5 min y se filtraron rápi-
damente por centrifugación, como se describió (páe. 125),

Antes y d.espués se determin6 la cantidad de protefna.s asf

como la actividad AT?ásioa transfiriendo alf cuotas (,rrj

lrl) a 1ml de Um e lncubando por I min. Además, antes d.e
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Figura 23 . Dependen cia del- tiempo de preincubaci ón c1el

C"l-* con la Dfl\,tBOA.

se preinoubd crr+ (pág. J-24; 11J0 ng/m}) en
Tricine-Na0H 40 mlvl (pH Br0), EDTA 2 mNI, sin o con DIivlBOA

5 mL{. A l-os tiernpos señal-ados se d.eterminó la actividad
ATPásica del- f actor acoplante, para 1o cual se a.diciona-
ron alfouotas con 4156 Fg de protefna a tubos con 1ml rle

un I\,m conformado por Trlcine-Na0l{ 40 mt/t (pH Br0), ATp j
mlvl y CaClr 5 mNI, efectuándose l-a reacción por 5 min a 37o
y deteniándose con l ml de TCA Ar5 N. El Pf liberado se

cuantiflcó por colorimetrla (pág. l-21). Se hicieron tiem
pos oero sin inhibid.or y con DII\ÍBOA 5 ml/I, sienclo la a"cti
vidad menor en un l¡7 Ío en este rlltimo ceso" El punto ín
dicado con X correspond.e a l-a inhibición controL con DII,4BOA

5 mM en eL UIR, f,a actividad control fue de T r7g ¡rmoles d.e

Pr/ng d.e protefna /mln '
.L

/U0
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flltrar, del tubo con inhibidor se rnidj.6 La actividad

ATPáslce en I{R con DIMB0A 5 mM y, del tubo sin inhibldor,

se d.eterminé la aotividad ATPásica en IvlR conDIMB1A2Z, pld.

Luegor al mezclar Ctr* (1 ms/ml) con DII/IB0A (5 mrvr)

en un I\tR(que tiene Ca++-.tfl) yt antes de 5 min de inouba

ción, transferir una adcuota a un l'[R s1n eI Hx para me -
üir Ia actividad ATPáslcar s€ detectd que ésta es muy po

co inferior a la observad.a con C"I* no mezclado con la
DIIIGOA (ta¡la X)" En el primer caso, e} Hx quedd diluido

hasta 2215 ¡rM. La actividad. AtPásica medida con esta con

centraoión de inhlbidor resultó sirnilar (falta X). En cam

bio, si se transfiere una alfcuota de CUr*, incubado con

DIMBOA 5 mlvi, a un IVIR con la misma concentracidn del inhi
bldorr se observd una dlsminuclón de la actividad, con

respecto al- oontrolr de un 5A fo (fanfa X), q.ue es lguai-

a la observad.a anterlormente (figs " 22 y ¿3).

Ademásr eB la Tabla X se observa que la lnhibición
rápida es realmente reversible o ya que al separar la IiO'[B0A

desoe el CF,+ (po, fLltración en ge1) r s€ obtiene la misI
ma actlvidad ATPásica del control.

1.4. Influencia de la concentración d"el sustrato sobre

Ia inhibicl6n por DIIVIBOA

En tubos d.ispuestos en hiel-o con I mL de Irlcine-
NaOH 40 mM (pH 8r0), §e colocaron disti-ntas concentracio

nes d.e CaCl, y de ATP (en proporción 1 : 1) ; se preincu-



Tabla X. Reverslbllldad de la
bre la aotlvid"ad del
de preinoubación"

tr7

inhibl.ción por DIMB0A so-
CFI*, con perlod.os cortos

Tratamiento de

las muestras
Concentración de

. -arn].c]-al'
DII{B0A (rou)

-b
-E l- na _L

Activld.ad.
umoles fiñffi

Sin fil-trar
Sln fÍltrar
SÍn fil-trar
Fil-tración
Filtración
ililución del

inhibidor

0

0

5

0

5

0

a, 02_

,
0

0

oraz

9r6
9,t*
4¡8
9r6
9r6

913

I¿s concentraclones de DII\,{BOA se mldieron durante: ala

lncubaclón inlclaI de 5 min; bI, segunda incubación, en

la cual se midld la actividad.
En cad"a uno de 2 tubos CIon 100 ¡rI de Trlclne-NaOi{ 40mM

(pH 8r0) y EDTA 2 mM se colocó tat* (eg pg) y se preincu-
baron a 25" por 20 seg, ad.iclonando entonces CaCL, hasta
7 mi!{ y ATP hasta 9 mlt{; a uno de los tubos se agregó DIMBOA

hasta 5 mM simultáneamente con eI nucleóttdo. se incubaron
por 5 min a 2ro y se filtrd 1a soluclón mediante centrifu
gación (páe. l2r). Antes y después de filtrar se determlné
la cantidad de protefnas (páe. LZtr) y Ia activj.d"ad ATPásr*
oa (pág.124). Además, antes de filtrar, de1 tubo con inqi
bidor se midió la actividad ATPásica en NIR con DII,{B0A 5 mi;I

yt del- tubo sln i-nhlbtdor, se determinó la actlvid.ad hi -
drolftica en MR con DIMBOA 22r, 

¡rM.
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baron a 37' por 20 seg y a cad.a uno se Ie agregó 3f fg
d.e CF-+. efectuánd.ose la reacoión durante I min. Se hi -_L'
cieron blancos con d.istintas concentraciones de Car+-AfP.

I,o mismo se repitió con DIIúBOA 2 y 5 mL{ en el ivlR.

En Ia Fig. 24 se observa que La funcÍón rle satura -
cidn del tFl* por ATP corresponde a Ia cindtica hiperbó

lica caracterlstica d.e la ATPasa de cloroplastos. En La

misma ilustración se ve que la DIMB0A (Z y 5 mM) prácti
camente no afecta ese patrón de dependenoia, pero los pA

rámetros cindtico" Y*ár, X K* aparecen disminuidos. Esto

rfltimo se conflrma con la Fig. 25, dor:d,e se muestra la
representación de Lineweaver-Burk. Ahf se aprecia que las

reotas obtenidas se interceptan en la ordenad,a en un va-

lor mayor a med.ida que aumenta la conoentración del lnhi
bidor; esto implica que Ia Ymáx es menor" También se ob-

serva que Los interceptos en La abscisa aumentan en mag-

nitud al incrementar J.a concentración del- Hx; esto indi-
ca que la K* ad.quiere valores inferiores. Los resultados

d.e los análisis de regresión l-ineal- aparecen en La Tabla

XI, en donde se puede apreciar que tanto la K* como La

Y ,., son notoriamente menores a más altas concen'bracionesrrax

de la DllvtsOA. Además1 Ias rectas obtenidas poseen buenos

coeficientesde correlación (g). Por otro l-ado, en la Fig.

2, se ve que Jas rectas lograd"as tienen pendientes (Km/Yn*)

muy similares, aunque tlenden a juntarse en un punto del
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Figura 24. Efecto de 1a DIMBOA sobre la funoión de satu
ración de1 CF +1'
En tubos (sobre hlelo) con 1 m1 de Trlcine-

llaOii 40 mM (pll 8r 0) , se colocaron las concentraclones 1n
rlicadas de cacI, y de ATp (r : r); luego de prelncubar (20
segr 37') se d1o comienzo a 1a reacción control (¡) agrg
gand.o 3r9 pg de tut* (páe. L24); a 1os I mln (32") se de
tuvo con I ml- de TCA os5 N y semidió er- Pt llberado me

dlante colorlmetrfa (pág. r21). ],o mismo se rep1tló con
DIi\,180A 2 mlvl (O) Jr 5 mM (E) en el I,{R. Se montaron blancos
con diferentes concentraclones de ca++ - ATp, con Drl,{B0A
0, 2 Y , mM en el IYffi..
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ü2
1/ AT P {rnM j

Figura 25. Gráftcas d"e Lineweaver*iiulrk para Ia inhÍbi -
ción por DII\,{BOA de la actlvidad ATPáslca del
c-q' +"l '
},os puntos aquf mostrados fueron aalculados a.

partlr d"e l-os que apareoen en la 1]ustracidn 24" Las corl-
centraclones usadas de DI¡,{BOA fueron 0 (O), 2 (O) y 5 fr)
ml,{ en el It{R.
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cuadrante inferlor izquierdo d"e las coord"enadas. Esta le
ve convergencia indica q.ue la inhibición serfa Cel tipo
mixtor es decirr el ligand.o se unir{a tanto a la enzlma

libre como a la enzirna enlazad.a aL sustrato, o sea, la
DII\ÍBOA interactúa con la ATPasa aI menos en un lugar di-
ferente del sltio d.e unión del- sustrato. Sin embargo, da

do eI cuasiparaleLismo de las rectasr es factible infe
rir que l-a lnhiblcidn podrfa ser no competitiva en gran

medidar €s decir, la DII\180A se unirfa a la enzÍma en un

sitÍo distinto deI catalftico.

5.5, Efecto d.e Ia DIMBOA sobre la inhibición alostéri-
ca por ADP

Se mldió La actividad AfPásica con distintas concen

traoiones d.e Ca++- AT? en un medio d.e reaoción (f mr) que

contenla ya sea: Triclne-irla0H 40 ml/I (pH 8r0), o este anol

tiguador rnás Ca+* - ADP J rnM, o el tampón y DIIr{B0A 5 m},{, o

eI amortlguad.or más Ca++ - ADP 1 mM y DIMBOA 5 mM. La reag

cidn se realizd durante 5 min, inÍciándose coR la adición

rle 1rrl3 pg de Clof* * los tubos preincubarlos por 20 saf;o

En Ia Fig " 26 se muestran algunas curvas r1e satura-

ción por sustrato del aFr-*. Se ve que al determinar la
actiridad ATPásica en presencla de ADP 1 mM, aparece u-

na cindtica sigmolde (NeLson et al., L972) cuyo patrdn

prácticamente no se modifica al agregar, ad.emás d.el nu-

cleótido Ínhibid.or, DIMBCIA 5 mM al MR¡ &üReüe en este ca

so se obtienen valores inferiores de actividad.
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Figura 26. Efecto de l-a DIMB0A sobre la función Ce s¿¿-

turaclón del CFr+ en ausencla y en presencia
J.

de AnP.

Las activid.ades ATPásicas (, mtn, 37o) se r1e

terminaron en un lvffi. (f mf que contenfa Tricine-ltra0}I 40
ml,{ (pI{ Br 0), Las oonoentraclones mostrada.s de CaC}2 f r1e

A:iP, !o¡.* (r,:r: ls)*{ ya sea; DIIü130A 5 mM (O} o Cai+*¿np
l mM (lD, o bien, ca---AD? L mLI y DILBoA 5 mtit (f]), o

n¿rd.a (control, O). L& reacción se iniciaba agregando el
CI.l+ a los tubos preincubados (20 segr 37") y se detenía
con l- mI d.e TCA Or5 N, mididnüose luego el Pf liberad.o
col-orimétricamente (páS. 121). Pere cada curva se hieie-
ron blancos idóneos Gon varias c onüentraciones d.e üa++-AillP"

0
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En la misma ilustracidn están dibujad"as las curvas

controLes sln A!P; se ve que ambas gráficas son hiper-

bólicasr eo tanto q.ue }a aotlvidad enzimátLca es menor

con DIMBOA 5 mM, tal como se habfa encontrad"o prevla.men-

te (fig. 24). Al efectuar la representación de Hillr se

obtuvleron reotas cuyas pend.ientes (coruespond,lentes al
coeficiente de Hill: p)r obtenid"as med.iante regresión J-i

neal, fueron 11099 , 0rB9& , lr3t+2 y 11566 para las ag

tividad.es determinadas en itffi. solo, con DIIÍBOA 5 mlr[, con

AIP 1mM, o bien, oon DIMB0A 5 ml{ más A!} 1mM, respecti
vamente. Se puede apreciar q.ue eL I{x afecta muy poco los

!r disminuyendo este fndlce en la misma proporción e n

presencia y en ausencla de ADP. Esto sugiere que la
interacci6r¡ entre la aglucona y Ia eazima ocuruirfa en

un lugar distinto del sitio al-ostárico, en el cual se u-

ne el ADP. '

Adernás d.e l-os experlmentos cuyos resultados ya se han

seiralad.or se realizaron otros con Ia variante que en eL

MR se col-ocaba un exoeso de CaCl, o d"e MgCL, equimolar

con la concentración d.e DIMBOA, encontrándose que no ha-

bla diferencias slgnificativas oon los experimentos ya

d.escritos. Esta simll-itud en los resultados indioa que la
DIMBOA no inhibe Ia actlvidad ATPásica por cluelación de

los cationes "
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6. $feeto del DTE sobre }a activid"ad j.nhibltoria

DII\,IBOA

-l rt

6.1" Cloroplastos ülase II actÍvados por tripsina

Se activd la Ca*+-AfPasa e n cloroplastos clase if del

modo coino se indica J-a pág. 1?-0" I"a reaccfdn de hirirdli-

sis de1 AIP se yealizí durante ]0 min a JT o con Luz am-

bj-ente, transfiriendo alfcuotas con cantidades variabl-es

rle D?E y fraccisnes de 0rl m1 del medlo cCIn la enzima ac

tivada, a 0r9 ml de un l,[i frrr"-Urr 40 mM (pH sr0), CaCl,Lr
) mtul, ATP 5 mM y DIMBOA 2 mMl. El P., liberado se miüid co

mo se d.escribe (pág.12r"

La F1g" 27 "A muestra q.ue la inhibicidn rápir1a causA

d,a por la DII\BOA sobre Ia actlvidad d.e J-a Ca**-Afpasa es

revertida parcialmente por el DtE, sugiriendo que el- i{x

interaotuarfar al menos en parte, üon los grupos sulfhi*
dr1lo accesibles de la enzima acti-vada"

Por otra parter se rrÉ que ya a concentraciones de

0e5 ml{ deL reductor se tiene e} máximo de desinhibicidn.
Hn este caso, J.a prevencidn (ZO fo ae l-a actividad" con *

trol) por e} reductor alcanza entre un 2? {o (con DTE lml\,Ü

y un 32 {, (con DtE 20 mM) d.e l-a inhibJ"oidn total producl

da por el Hx,

c1e
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Figura 27, Prevención por DTE de la inhibiclón causada
por Ia DIi\,1804 en CF1.

A. CFt ligado a til-acoides y activado median
te digestión por tripsina. Se usó el mismo sistema que se

clescribe en la leyenda d.e Ia Fig.2l, excepto que el It{R

contuvo DII\{BOA 2 mM y las concentraclones aquí mostredas
de DTII. La actividad oel oontrol fue L37 pmoles de fr/ne
de clorofila/h. B, PPO cfclica. Se uttllzó el- sistema
indicado en la leyenda de la llustraclón f8, exoepto que

en el lvffi, hub.o DIMBOA Zri mM y las concentraciones aquí
señalad.as de DTE. La actividad del control fue 3637 t 72

¡rmoles de ATP/mg de cloroflla/y\. fanto el inhibidor como

eJ- reductor se agregaron slmultánea e inpediatamente an-
tes de adicionar La suspensión c1e cloroplastos pera inl-
ciar la catá]is1s.

- ]--_-ll
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6.2, Iotofosforilación cfclioa

Se procedió del mod.o ya descrlto (pág. LIB), salvo

que en el- Itffi se incluyó DIMBOA 2r, mM y CIoncentraoiones

variables d.e DTE.

En l-a Fig. 27.8 se aprecia una reversión parcj.al por

DTE de la inhibición rápida por DIIvIBOA sobre l-a PPO cfcQ

car con un patrén simiLar aI d"el caso preced.ente (pág. an

terior), sugiriendo q.ue parte del efecto inhibitorio de

la fotosfntesis se deberÍa a l-a interacción del Hx con

grupos SH de la ATPsintetasa. En este caso, la prevensión

al-canza aJ 31 {o de la inhibicidn total q.ue provoca la
DIMBOA . Ad.emás, al igual que en el- caso anterior, con

una concentración d,e llTE 0r 5 mlt (o menos) ya. se tiene
prácti-camente el máxlmo de la reversión.

J6.3. CF- '
I

En un Erlenmeyer s€ colocaron L4¡5 n)" del lvffi. adecua

d.o (páS, t24) y se preincubaron pol: 2 min a 37 o ¡ inician
d.o entonces l-a reacclón al adioionar CF +I como para tener
2r4 fS/nt. A distintos tiempos se tomaban alfcuotas d"e I

1 m1 de fCA Or5

liberado del mo- .

e se hicieron los

d"e incubación sj.n

LIR y fCA me zcla-

mfr las que se transferlan a tubos con

N dispuestos en hlelo¡ mididndose ., 
i,

do ya descrlto (pág. 121). Paralelament

blancos respectivos (oistintos ti"*pof
aul*r ef cual se agregaba a los 2 ml [e
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dos) " I,o mismo se repltid, pero teniendo en eI I\m. ya

sea: DII\tsOA 5 mM, o DTE 5 mM, o bien, DIIUB0A 5 mM más DB

5 mM clue se agregó a los 5 min de incubación-

I,a Fj-g. 28 muestra curvas de progreso de la hidróli
sis de ATP por e.l- tar* incubado en diyersas condicior€s.

Se ve que l-a actividad catalftica casi no es afectadapor

Ia presencia, de DtE ("n los tiempos ensayad.os), en tanto

que Ia DIUIBOA La dlsminuye prácticamente d.esde el- comien

zo mismo de l-a reacción enzlmática. En este último caso,

la curva de progreso decae más rápido que en l-os contro-

les, 1o que podrfa d.eberse aI efecto inhibitorio lento.
itambidn se puede apreciar que aI a.gregar el reductor al-

tubo d.e CF-.,+ incubado c on el- inhibidor, l-a yelocid.ad. deI

reacción aunrenta en l-os minutos siguientes y no decae co

rno en el caso previo en que no se agregó DTE durante el
transcurso de }a reacción en presencia de DIMBOA. Esto r[
timo suglere que la inhibición lenta serfa parcialnrente

revertid.a por el- DTE. Ad,emás, como la pendiente d.e fa gqé

fica con el Hx más el DTE es menor que La pendiente de

l-as gráfioas controles (fig. 28) entre l-os mismosvalores

c1e A (0r1 a 0r l) r se pued.e decir que la reversión cle la
inhibición es sóIo parc1a1. Estos resultados y otros pre

cedentes (6.1-. y 6.2.) inaioan que la inhibición por

DI¡,{B0A sobre l-a actividad del comple jo Cf'I es debidat a\

menos en parte, a l-a interacción de1 Hx con grupos Sll ac

cesibl-es de la enzima (probablemente l-os de la subunidadY).
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Flgura 28. Reverslón por DTE de la inhlblción provocada
por DIMB0A sobre la actividad AfPásioa d.el
r-n t"'1 '
La hidrólisis del ATP se efectuó a. 37o en

frascos Erlenmeyer con 14ri ml de un lvlR consistente en

Trlcine-Na0li 40 mli( (pH Br0), ATP ) mM, CaCtr 5 mM, ttl*
(2r4 pslmr) y ya sea DTE 5 mM (ü), DTMBoA 5 mM (O), DTMBoA

5 ml,{ oon DTE 5 mM agregado donde se lndica (l), o bien,
nada más (controlr l) " La reaooión oomenzaba al adiclo-
nar el CFr+; a diferentes lapsosr s€ extrafan al-fcuotas
(1 ml) que se mezclaban con TCA ar5 N (f mf), mid.iánr1o-
se entonces el P, l-lberad.o (páe. 121) "

2ü0
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?. Protección del CFr+ por yod.oacetamida

7.1. Cindtica de l-a protección

En 400 ¡r1 de un medio de inoubacidn [rrr"rn"-Na0]iL

40 mM (pH Br0), ED'IA 2 mlvi y yodoacetamida (V¿.¡f) fO mru]

se coloca,ron 220 f* de CFr+ tr se mantuvo a 25 o . A d.is

tintos tiempos se fil-traron alfcuotas d.e 60 ¡:f según Aa

tdcnica c1e Penefsky (tgll; páS. 125) y a los eluidos se

l-es determinó l-a actividad ATI'ásica (páe. J.24) en un },ffi.

solo o con DI},{BOA 5 mNf .

Se encontrd q"ue Ia. alquilación de los grupos Sll de

la enzima con YAA prevlene parcialmente la inhibiciór:
por DIirtsOA de la actividad ATPásica deI CFr+. En 1a Fig.

29 se muestra el tiempo requerido para la máxima protec-

ci6n otorgada por Ia YAA contra Ia inhibición por DIIúBOA

5 mltl.

7.2. Inhibición por difere'ntes concentraciones d"e DIIUB0A

Durante Lr35 h a 2, o se trataron 6l- j yA de Crl* en

800 pI de med.io de incubación, finalizándose la modifical'
ción por YAA aI fil-trar por centrifugación. Luego se d,e

terminó eI contenido d,e protefnas. Otra porción d.e aFl-*

se mantuvo sin tratar con el agente alquilante. La acti-
vidarl ATPásica se Il-evó a efecto como se explicd (pá¿:. L?-4)

excepto q.ue e1 MR contenfa, adernás, concentraciones varia
bles de DII\iBOA; por cada tubo se usaron 4r1 

fg 
de Cill* o
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Liigura 29. Cinética d.e La protección otorgada por 1¿ 19
doacetamiüa contra Ia inhibicldn por DII\,{BOA

5 mM sobre la actividad ATPásica del CPr+.

Se_ agregó CFt* (220 fg) e 400 ¡r1 de un medlo
de incubaoión [_trtctne-Na0H 40 mitl (pIi 8r0), ED'IA 2 mil{ y yo

clo¿rcetamida (yU) fO mvrJ equilibrado a 25 o . A dlferentes
intervalos, se fueron extrayendo alfcuotas de 60 ¡11, las
que se fil-traron usanrlo la tdcnica d"e l']enefsky (1977 ) pág,.

\25) t determindndose Ia cantided d"e protelnas exj-stente
en l-os eluidos (pág. 125). La catálisis enzimática se e-
fectuaba aCicionando parte de los filtrados (con 4r2 fg
de CF-,+-YAA) a 1ml de un hfrt con Tricine-lüaOH 40 ml,[ (pff

t-
Br0), ATP 5 mM, CaCL, 5 ml,{ y DINIBOA 5 rnM. l,uego d,e 5 min
de reacción (37'), dsta se detenla al agveg,e.r TCir or) i'.1

(:- ml) y eI P:_ llberado se cuantificaba (páe. 121) . La

activid.ad control fue 6ri 
¡moIes 

fr/m8 protef na/min.
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4r2 fg de Crl* - YAA (CFf activado y luego tratado con

YAA).

En la Fig. 30 se observa q.ue sólo a concentraciones

I mM o menos de1 inhlbidor, sle tiene protección total con

tra la acción c1e] Iix. A medida clue se aumenta la conce n-
'bración de la aglucona hidroxámica, se tiene mayor inhi-
bición de la actividad catalftica, existienclo siempre un

imped.imento parcial . La prevención de la inhibición es

cada yez menor relatiyarrente, según se d.esprende desde

la misma ilustración.

T,os resul-tados precedentes sugieren que los resirluos

de cistefna perifdricos no son los únicos grupos que

reaccionan con -l-a DINIBOA para causar la inhibición obser

vada, inferencia que es apoyada por l-os resultados de

prevenoión por DTE (secoidn 6.) "
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510
DIMBOA (mM)

[igura 30. Protección con yorloacetamida contra re inhibi
ción por DI}úBOA sobre la actividad A?pásica
de1 CFr+.

Se Íncubó CFl+ (90 min; 615 pg en 800 ¡r1 cie me

rlio de incubación ) con rouoncetairun, !; fittró | "i e-
luido se Ie determinó la cantidad de protefnas y su a.cti
vidad ATPástca (O), concord.e oon l-o deserito en 'Le leyeq
da d.e la ilustración preced"e nte. 0tra solución de CF* + 

o:e

trató iguaI, salvo que no se incluyó yod.oacetamida d). 
"

Las actividades control fueron 7,t+ y 8r4 ¡rmoles de fr/me
d.e protef na /m:.-nr r€spectivament e.
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C. CIMTICAS DE REACC] 0l{ DE IA DI},'{BOA CON AI\,{I}I0ACID0S

fodos los experimentos fueron realizados en un baño os

curo y termorregulado a 3L t 0r5 o . Se usaron tubos e n

los que se col-ooaron 10 mg de DIl,'IllOA, Las reacclones se

iniciaron adicionand,o 10 ml d.e amortigua dor f osfato 70 mM

(solo o con al-anina o cÍstef na) a pI{ Br0 y disolviendo le

DIi,tsOA l-o más rápidamente posible en un agitador de giro

excéntrico (vórte'x). Carla cierto tiempo se tomaban 2 aIi
cuotas d.e 0r3 mI de1 medio de racción, agregándose una de

el-las a 2¡7 ml- de1 reactivo de FeC1, (pág. 68) y l-a otr^a

íi 217 ml d.e una mezal.a control (consistente en Zrt+) m] cle

etanol- 9, % v/v¡ 0124 ml de agua. desionizada y 0103 ml rle

IiCl 37 % p/v, o sea, solvente sol-o del reaotivo de tr'eC1r).

luego se midieron fas A a ,90 nm en un espectrofotómetro

Spectronic 2A, utilizándose como blancos ) nl del reacti
vo col-orante o 3 ml- de Ia mezcAa control, respectiyamen-

te.
Se estutiié la reactivid.ad r1e DII,'IBOA con alanina y con

cistefna, observando 7-a desaparición de ácidos hidroxámi

cos (con reactiv o de FeCl3) c on respecto al tiempo cle

reacción, Se usaron algunas condiclones similares a las

utilj.zadas en }a determinacidn d"e las actividedes caiaTl_

tl-cas rel-atlyas a la fotosfntesis (ffO, transporte rle e*

lectrones, activid.ad.es AtPásicas). En la Fig. 31 se mues
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Figura 31. Efectos de amlnoácid"os sobre la clescomposi-
ción de DIMB0A.

Se muestran las constantes de velocidad de

pseud oprimer orden observedas para la desaparj-c j-ón de á-
cid.os hid"roxámicos clesd.e soluciones iLe ilIIrúB0A (+r7+ mUt¡

con aminoácidos. T,as reacclones se efe ctuaron a 31 +015o

en oscuridad en un amortiguador fosfato 70 ml,I (pli Br0) y
se si-guieron por al menos 2 ridas medias. El intercepto
corresponde a La constantel de vel-ocidacl para Ia degrada-
ción espontánea d.e la DI},.IB0A.
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tra Ia variación d.e 1a constante aparente de las reacoio

nes d.e pseudo primer orden, ante eI aumento de Ia concen

tración de aminoácldo§. Se ve que: i) Ia DIMBOA se rles -
compone muoho más ráp1d.o en presencia d.e cistefna que en

ausencia de ella; ii) en presencia de alanina, la cons -
tante observada para la d"egradación del Hx es muy poco

mayor, aunque se observó una reacción clara entre el a.mi

noáoido y la aglucona ("" coloreaba la solución).
Los resultados encontrados muestran que la DII¿ÍBOA in

teractrfe con grupos SH de manera relativamente lenta (rie1

ord"en d"e minutos a horas, dependiendo d.e la concentración

de tioles), d.ando prod.uctos en que Ia funclón hidroxámi-

ca d.esaparece. Con e1 procedlmiento de medición emplead"o

no se puede determinar reacciones rápidas que no invol-u-

cren 1a desapariclón de la función hidroxámica, como es

el caso de las reacclones de adioión de tlo1es a grupos

aldehfdo, como el que posee la DIMBOA en su estado acl -
clico (trrg" 33; pág. 182). De manera que el i{x puede es

tar reacclonando oon grupos tiol, amino u otros s1n que

la funclón hldroxám1ca sea destruida, debÍdo a 1o cual,
oon reactivo de FeClrr no se d.etectarfa la desaparición

del reaccionante (lfntnO¿). Estos resultad"os fueron con -
firmados posterlormente, d.emostrándose que la DIIilB0Areac

clona oon tioles f ormando productos d"e adición y/ o d"e re

ducción (Niemeyer et &1. r 1982),



DISCUSION

I,a DINIBOA lnhibe el crecimiento poblacional de bacte-

rias, de hongos y de insectos, Jr proyoca efectos tóxicos

en plantas (taUta l), d"esconociéndose su modo d.e acción

a nivel mol-ecul-ar. Se puede suponer entonces que Ia DIIttlBOA

afecta uno o varios sistemas metabólicos lmportantes y ge

nerales para los organismos mencionados. En esta tesis se

describieron los efectos de la DIMBOA, de su glucósido y

de l-os carbamatos B0A y htBOA sobre reacclones de trans -
ducción de energfa¡ asf como l-a influencia de diversas cj-::

cunstanclas sobre la concentración r1e Hx en eL malz.

AO EFBCTOS

NOSA D}I

DE

LA

Hx Y BENZ0(AZ0LII{0}'IAS SOBRE LA EIAPA IUMI-

FOTOSlNTESIS

Se escogió eI sistema de Ia fotofosforiLación tanto

por su ubicuidadr por su semejanza funcional con otras

vfas metabólicas de preponderante importancia biológica,
como por eI grado d"e conocimiento q.ue se tiene d.e ét y S,a

facil-1da<l con que se l-o traba ja.

Lll



Ss estudid entonces el efecto de los Hx DIMB0A-G1o y

DII\{BOA y d.e las benzoxazollnonas B0A y MBOA sobre La. fo-
tofosforilacl6n (ppO) y sobre e1 transporte d"e electrones

en una suspensién ele tllacoldes de espÍnaca, encontrándg

§e que l-os 4 compuestos inhiben las reacciones de trans-

d.ucción de energfa (Izawa y Good , t972) en ese sisteman

trn contraste¡ otros ácidos hldroxámicos bloquean e1 trans

porte de electrones en trlpanosomas patdgenos africanos

(Clart<son y Grad.yn 1982). Estos autores ohservaron que

-Los ácj-dos hidroxámicos heteroclclicos y 1os d.e cadena

J"lpofflica larga inhl-ben la gllcdl1sis slmulando la ubi-
quinonar üs transportad"or de electrones intermediario en

el sistema glicerofosfato oxidasa d.e los pardsitos.

ta:nbi.dn se ensayaron l-os Hx sohre eI comple jo enztrná,*

tico ATPasa, tanto en una preparación de tilacoioes acti
vados por tripsina comCI en CFI solubl-e y purificado a ho

mogeneidarl actiyaclo por tripsina o por calor, vidndose

que J-a agli.r.cüna inhibe más que eI glucdsido en los 3 ca*

sose §1 efecto de ambos Hx fue ma.yor en cloroplastos que

en el CF-, aislado, 1o cual muestra que en e] CF, mismoJ.-L

tiene lugar la inhibición, tota] o parcial; el primer c+

so es factible, ya q"ue l-a protefna puede cambiar su con-

formación al ser liberada, d.e manera que se hace menos seq

slble ar efecto d"e la DIMBüA. Tambidn es factj-bfe que nar

te d.e la inhibicidn en los clorr:plastos sea a nivel c]el

Fo, posibilidad que no fue exarninad,a.
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La influencia i-nhibj.toria de Ia DIMBOA no se d.eberfa

al secuestro de oationes, a pesar de sus propiedades qug

lantes, ya que al ad.iclonar exceso de Ca++ o de Mg**r tro

apareció una mayor activida.d de los cloroplastos clase II
ni de l-as ATPasas.

Durante Ia activación del CF, por calor (¡'ig. 32) se

aprecia una interconversÍón de óxid.o reducción entre un

puente disulfuro y dos grupos sul-fhidril-o libres (yatte-
jos et ql., 1977; Andreo et al-.r 1979; Ravizzini et al.,
1980). Si l-a enzlma se activa por lncubación prolongad"a

con ti.oles, aparecen 2 nuevos grupos su)-fhidrilo accesi-

bl-es como consecuencia de l-a reducoión de un puente di -
sul-furo en l-a subunidad Y (Arana y VaLle josrL982; Yal1e*

iosr 198il. Esto, junto a otras evidencias (Andreo, J.976),

sugiere que los grupos tiol juegan un ro1 preponderante

en l-a actlyidad d.e la enztma. En un experimento preliml-
nar (no mostrado) se actiyd l-a ATPasa ligada a cloroplag

tos mediante luz y d"itioeritritol (nfn), agente que redu

ce puentes disulfuro, y luego se inhibió tal actividad.

con DI},IBOA; parte d.e la aotiytd.ad. perdida se recuperó a1

agregar un exceso d,e Dffi, sugiriendo que los Hx lnterac-
'tuarfan con grupos sulfhidrilo de la enzima. Apoyan es

ta sugerencia. los resultados en que la inhibición por la
DII',{B0A, tanto sobre la PPO cfcllca como sobre Ia Ca++ *

A[Pasa ligada a tilacoides y activada por tri.psina., es
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Figura 32, Distribución d.e Srupos sulfhidrilo en CFl.

A. CFt nativo. B. CFl activado tdrmicamente.
Los grupos sUlfhid.riLo aocesibles están representaclos con

trazo grueso. La subunidad d, que no tlene grupos sulfhi
ririlo r Oo se muestra por slmplicidad. Durante el procesCI

de actlvaci6n, se observa e1 intercambio de un disulfuro
entre Ia subunidad f y una c (Vatte¡os et +]., 1977; An-

dreo g! *]. , 1979; Ravi zzLni e-t aI., 1980).
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revertid.a parcialmente por la adicidn de DfE. Ademásr el
CFt purificado y activado polr incubación prolongada con

-r-tioles (CFl-) r eue posee 4 grupos sulfhidrilo perifdri
cos (Arana y ValleJos, \982; Yal1ejos, 1981), también re

sulta inhibido en su actividad ATPásica por los 4 com -
puestos estudiados, siend"o J.a. DIMB0A eI más activo.

Por otra parte, la DfMB0A se equilibra rápi-damente

en soJ-uclones acuosas con el- compuesto de cadena abler-

ta 2 (fig. 33). La funclón aldehfdo de esta especie es un

electrófil-o altamente reaotivo ya que tJ-ene un grupo car

bonllo adyacente que Ie clrena la densid"ad eleotrónica. A

d.emásr ef átomo de nitrógeno en 2 tiende a ser atacado

por agentes reductores d"ebldo a la atracción de electro-

nes desd.e 1os grupos carbonilo ad"yacentes. l,'[ás at5.n, los

grupos funcionales 2-0H tr 7-metoxi aumentan la reactivi-
d"ad. del enl-ace N*0 (i{ashimoto et eI.r t979). AsÍ¡ en la
presencia de nucledfllos, La DIMBOA deberfa dar lugar, re
versible y rápidamente, a productos de adición. Bn lapre
sencia d.e agentes reductores, el átomo d.e nitrógeno hifuo

xámico puede ser lentamente reduoido a un nitrógeno ani

dico. f,os tiol-es son tanto buenos nucleófilos como bue

nos agentes reductores y las reacclones desoritas prece-

dentemente ocurren entre DILts0A y tioles en sol-uciones a

cuosas (pig. 3l; Niemeyer g! al., \982; Argandoña 9! a1.,

1982). Es concebible entonces que }a inhibición de ]a en
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zima causada por la DIIVIBOA sea parcialmente deblda a su

reacción con grupos sul-fhidrilo de la protelna. Aunque

los grupos sulfhidril-o son normalmente más nucleofflicos
que los grupos amino o hidroxito (Friedman, L973) r eüe

normalmente están presentes en las enzimas, estos rítti -
mos tanlbién podrlan reaccionar con el- llx.

Los experimentos real-izad.os en Ia presente tesis mues

tran que la DINIBOA causd una inhib1ción rápida y reyersl
ble de l-a enzima. Este efecto se revirtió parcialmente

ante l-a adición de un tiol y se prevÍno en parte rnedian-

te Ia alquilación con yodoacetamida de los grupos sulfhi
drilo d.e l-a enzima. Además, la inhibición por DII{BOA fue

prácticamente incompetitivar consistente con la ausencia

d,e resid,uos de cistef na en el sitio d.e ur:ión del sustra-

to; a la vez, no afectó mayormente la sigmoidiciclad de la
función de saturación de la ATPasa €'n presencia c1e ADF,

lndicand"o que el Hx no se une en el lugar en que 1o hace

este nucl-eóti do. I,uego r as probable que la reección d.e la

DIIvtsOA con grupos sul-fhidrilo d.e la protefna induzca un

cambio conformacional en la enzima por eI cual dsta piel
de su actividad normaL. Con tiempos más largos rle reac

cldn entre la DIMBOA y la enzima, aparece un proceso de

inhibición irreyersibler consistente con una probable óxj.

d"o-reclucoión entre grupos SH de la proteína y el IIx, auq

que Ia natural-eza de esta reección no ha sldo cl-arificada.



Asl, siendo l-a ATPsintetasa una enzima ubicua entre

Los seres vivos y siendo la DfMBOA d.eletérea para un va-

riado rango d.e orgenismosl su actiyidad como un inhibi -
dor de la transducoión de energfa" puede rlar cuenta de su

amplia toxicidad. De hecho, experimentos prelimineres con

prepareciones mitocondriales d"e corazín cle bovino (no mos

trado) , indican que esos orgi, nel-os son alreded or d"e la qi-

tad de sensibLes frente a DIIIBOA con respecto a los clo-
roplastos de espinaca. los complejos ATPasas que catali-
zen la sf ntesis de ATP en mitocondrias y cloroplastos di
fieren tanto inmunológicamente como en sensibilidad ha

cia otros inhibidor€s. Por ejem¡:lo, 1os dos bien conoci-

cios inhibidores d.e l-a fosforilación oxidativa, oligomicj-

na y aurovertinar tro afectan la fotofosforilación (navi-
zztni ?_t 

qt. , 1975) t aun cuando l-a auroyertina inhibe l-a

/tIPasa soluble (f,árOy et al. , A964). Sin embargo, ellos
son similares con referencia a peso mol_ecular, composi -
ción d,e subunldades y activldad acoplante (Nelson, I9'l6;
Penefsky, J.974).

[Iás aún, se ha mostrado q.ue la DI]vIBOA lnhibe l-a ]la+-

K+-ATPasa de riñón (Vil-larroel et 3!., L}BZ). En experi-
mentos preliminares (no nrostredo) se vio que el potenci-al

d.e acción de nervlos ciáticos d.e rana (caU¡pt_ocephar-Je1ra

caudiverbera) era eliminarlo irreversible y completarnente

luego de varias horas de exposición a DIL{I3OA I ml'{.
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luegor es probable que la DII\{BOA eierza un efecto tóxi
0o por un meoanismo de acción generali zad"a, como es }a
sfntesis de ATP, Asf, a Ia Iuz de los resultados expues-

tos, serfa deseable estudiar eI efecto de los IIx so'bre o

tras ATI' sintet¿lsas, especialmente sobre aqudlla.s de or-

ganisriros que son afectad"os Ilor estos compuestos.

Por otr¿¡. parte s la que la DI1'/}B0A reacciona con tioles,
es posible esperer q.ue otras enzimas sean tambián inhibi
das por este compuesto. De hechor se ha mostrado que o -
tros ácidos hidroxámtcos i-nhiben clertas enzimas. Griffith

y Musher (1973) piensan que l-os hldroxamatos son inhibi-
d"ores efectivos y espeoffl-oos d.e la ureasa becteria na, E

li-os hablan comprobado que e1 ácido acetohldroxámico era

leremente ba.cteriostático contra Pr-oteus. Blakel-ey qt g!.
(1969) habfan estudiado la ureasa (hexámero de ^"480.000
dal-tonedr que tiene 4 u I grupos SH pooo reactivos y esen

ciales para su actividad y -47 grupos sulfhidrilo tota-
les; €ncontlrron que la ureasa es inhlbicla lor los ácidos

aceto- y cloroaceto-hidroxámico de manera reyersible y pa

recie.ra que (formalmente) competitiva. Fishbein (fg8e)

mostró que 1os ácidos formo-, aceto-, propfo- e iso-hiclro

xámico in]:.iben la ureasa ba.cteriana en ratones" Gale y At

kins (1969) ensayaron alrededor de 60 ácidos hidro>rámicos

con Ia ureasa, viendo que sólo 5 no la inhlbfan; casi to
dos los que la afectaban, 1o haclan tambidn dentro de
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cdlulas intactas, atravesando la pared y la membrana ce-

lulares; er,coniraron que l-os hidroxamatos alifá"ticos 1nh1

bfa.n de menera no competitlva y los aromáticos de morlo

mixtc (:., DII\{BOA presenta un patrdn m¿ís bien no competi."

tivo) ; observaron que e I tratamient o clel cornple jo E..I (en

zima-ácido hidroxámIco) oon tioglicolato a piI 8r eD que

se reduce el hidroxamato e le amlda correspondiente, res

tauraba La. actividad enzimática. Algunos ácidos hidroxá-
micos se parecen estructuralmente a la DIM3OA, c1e motLo que

es probable que al menos algunos de esos compuestos estdn

inhibiendo la ureasa por reacclones con los grullos SII ac-

cesibles que ésta tlene.
Por 1o enteriorr r€sul-'barfa lnteresante ensayar los l.lx

cfclicos con otras ená mas que posean grupos SH accesilll-es.

Sjn enibargor se debe hacer notar q.ue Ia DII'IB0A apar€ntemen-

te reecciona con otros residuos aminoacf<iicos (pág, L76i

Pérez, F. J.r com. pers.). Adem¿ís, algunos ácidos hidro-
xámicos reacctonan con grulros del sitio activo c1e enzi-
mas: l-a hidroxiurea y la cllhiilroxiurea lnhiben la ureasa,

siendo a la vez sustratos de la enzima (nlaireley g;f *.,
1960) ; ácicios 6-aminohidroxámicos inhiben enztmas descar

boxilantes (Smlssman y Vüarner, 1972).

Por otro l-ado, en estudtos enzllmátlcos realizados con ex-

tractos crudos de gramfneas, es necesarlo considerrtr 7a probable

presencla de Hx, los cuales pod.r{an interferir en }a activi-
dad de las enzLmas ensayadas.



B. NSTIICIIO§ TUAI{TITATIYOS DE Hx §N T,],ANTUIAS DE MA]Z

LH Rlneonade,

Otro aspecto rel-eyante al rol que la
rfa 1n vrv-o como agente antipatógeno es

DIIvIB0A desempe ña

el c1e las concen

traoiones que alcanza eR Ia planta. Se encontró que los

IIx no existen en los frutos del mafz. lVahlroos y Virta -
nen (fg>g¡) tampoco hallaron DINiBOA-GIo en semillas de

trigo. Yirtanen y Hietal-a (7955) no detectaron actlvidad

antifúngica en semillas de centeno no germinado, por 1o

q.ue no habrfa B0A, DIBOA ni DIBOA-G1o. Por 1o tanto, Los

Hx se sintetizan durante la ontogeni-a del vegetal (tr'igs.

L7 y 18; KJ.un y Robinson, 1969). El- hecho que estos meta

bolitos secundarios se encuentren en los tejidos de la
planta antes q.ue dsta tenga nomófilos fotosintdticamente

activos (sea. en plántulas etiolecias o crecÍdas en l-e. lur),
indica q"ue esos compuestos se forman a partlr de precur-

sores ya existentes en e1 grano (mcti.onJ"na, g11o1na, ri-
bosa) a través de Ia yfa anabólioa rlel ácldo shlclufmico

(Reimann y Eyerrum, 1964). Posteriormente, al ocurrir la
fotosfntesisr se proveerfa nueyo r:aterial para la forma-

ción de estos metabolitos.

EL que eI contenido totaL de Hx en cad.a p1ántu1a va-

ya en aumento d.esde la germlnación, §eñala q.ue esos com-

puestos continúan slntetizándose durante l-a ontogenia,
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aun cuando aparece una d"ismlnucidn de La concentración de

llx luego del máxj-mo alcanzado alrededor de los 3 - 4 dfas

de ed.ad., Klun y Roblnson (1969)r il€d.iante dj-lución isotó
pica, encontraron resuLta.dos similares a travds del desa-

rrollo conpleto de 5 varied.ad.es d,e malz, tanto para DIBOA

cono, para DII{BOA.

Ie baja con Ia edad en las concentraclones de }fx de

un tejido cualquiera de 1a planta pod,rfa deberse ai 1)

transporte de J-os gluc ósid,os hid"roxámic os hacla los te ji
dos nuevos; 1i) dllución, por creclr¡iento celular, de Ios

compuestos ya si.ntetizad os; y/ a ili) variactones en la.s

vel-ocidades relativas d.e s{ntesis y degradación.

El- hecho que la aparlción de los IIx coincida con Aa

germinación (emergencia deI eje embrlonario desde la ca-

riópside) y continúe una sfntesis neta de estos factores

antimicrobianos (fabta I1) hasta el momento en que nol: -
mal-me nte el- coJ-e optilo surge e n }a superf icie d.e 1a tie-
rra, sugiere que tales compuestos pod.rfan jugar un impor

tante roL en la defensa de la plántula contra eI ataque

cle potenciales patógenos habitantes d.el sue 1o. Dada Iu g

levada densidad de rniorobios que usualmente existen en

los suelos húnredos, de 1¿rs alta.s concentraciones de lix

alcanzad.as en l-as ptántulas de algunas varie dad"es se pue

de inferir la venta ja eoológlca de tales ra'¿,as sobre o -
tras que poseen menos ( o no tienen) llx y que no d,Íspo -
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nen de otros sistemas qufmicos d,e defeRSáo Las concentra

cj-ones de benzoxazinonas hicLroxámicas (especialmente de

DIMBOA en trigo, malz y C.oix y de DIBOA en oenteno) pue-

den ser, en *1 estado de p}ántula, aproximadamente de 5

mlll, 1o cual es ceroa d.e un 316 fo deJ- peso seco s1 se cog

sidera la forma glucosilad.a (Corcuera e! e¿", l9B2; Klun

y Robinson, 1"969; Ylrtanen S;[ aL. , tgr7), llegand,or e E

malz I,H Rlnoonad"a, hasta casi 20 mL{ (fig. l-B.A), Tales

valores son válidos sl se toma en cuenta l-a planta in !g-
!e, pero se encontró que tanto la conoentraclón r1e I{x co

mo el contenido total difieren entre los diversos órga -
nos de un mismo ind.tvlduo (falta VI; Argandoña et B!.,
1981; Corouera g;[ aI.¡ l9S?-; Vlrtanen et al-., 1957), 1f9

gando incluso a 28 ml{ en los nomófil.os d.e plántu}as de ,
dfas (falta YI) r oifra que puede ser superlor en indivl-
duos de 3 - 4 d.fas de edad.

1'or otra parter aI reallzar cultlvos en diferentes con

di-cionesr se vio que la concentración de llx aumentó tan-

to con menor temperatura corno. con menor dlsponibllidad

hídrica, en tanto que el contenido por pIántula. disminu-

y6. Ademásr e D los indivlduos q.ue crecieron a la Luz, la

ooncentración d.e Hx se lncrementd, no asf 1a cantidad to

tal; tales dlferenclas se deben a Ia distinta proporción

(*n masa) de los diversos 6rganos existente entre pIántu-

las etioladas y verdes. Esta explicación serfa válida

tanto para la parte adrea como para Ia porción radical.
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trlrego, con los experiment os d.e cuantificación, §e d"emues

tra que la concentración de Hx en malz depende de las con

dlclones de cultlvo (temperatura, Iuz, rlegos), asf oomo

de la edad y de1 órgano a.nalizado, con 1o cual deberfan

conslderarse estos factores en los estuclios cuantitativos
de I{x en gramfneas, especla}mente en 1o que se reflere a

su correlación con agentes patógeoosr El- contenido tota]
de IIx en l-a plant a no es directame nte proporcional a la
conc€ntración d.e IIx, ya q.ue depende también del- peso del

vegetal y de sus partes, parámetro euer a su vez, varla
segrln l-as circunstancias de1 crecimiento.

Debe notarse que en las pla.ntas intactas existen 1os

glucósid.os cle Hx. La maycr estabilidad de estos compues-

tos serla yentajosa para las plantas t Ía q.ue pod.rfan ser

acumulad"os , más aún siendo lnhlbld.ores menos actlvos y

poco ciifusibles a travds de membranas. Por otro lado, la
DIL'IBOA inhibló la s{ntesis d.e ATP en cloroplastos de es-

pinaca, una planta que oarece de este I{:c. l,os efectos de

esta benzoxazinona sobre cloroplastos de gramfneas no son

conocldos, aun cuando se sabe q.ue la DIMBOA causa cloro-
sis en ho jas d.e cebad.a (Argand"oña, Y. H., corno pers.) y

efectos tóxicos en trlgo (Elnaghy y Linko, L962). También

algunas benzoxazolinonas afectan a especies de trigo (nOA

y i\[B0A; Elnaghy y Llnko, L962) y a avena (nOA; Virta.nen

et qJ., 19rT). Lo anterior, Junto a la existencia del-
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DINIBOA-GI-o y de Ia p-Slucosldasa ln vivgl asl como 1as

conoentraciones naturalmente existentes de ese Hx y ben

zoxazlnas relaclonadas (más de 10 mmol-es/xg de lf)(ffe.
18; Argandoña qL *., 1981), comparad.as con las que re-

sultaron inhibitorias en esta tesis, sugieren una com -
partamental-lzaoión a los niveles celular y/o tisular en

tal- forme que ellos no afecta.n el metabol-ismo en graml-

neas . En rel-ación c on La restricción de la dtstribución

de Hx, es posible que la DII,,[B0A atravLese membranas, a

pesar d"e Ia rel-ativamente baja K de asociación con mice
.¡

l-as (f = f0'; Davagnlno, J., corno pers.), ya que su es-

tructura es parecida a la de otros áoidos hidroxámicos

que sf l-o hacen (Cate y Atkins, 1969). Mas, d.ado su ce-

rácter altamente hidrofflioo, es poco probable qu€ eI

DIIvIBOA-GIo pase a trayds de membranas celulares, a ex-

cepción de que l-o haga medlante transportadores. Luego,

serfa también d.eseable estudiar la compartamentallza -
ción d.e los IIx in vlvo, para 1o cual las tdcnioas de o!

tenclón d.e protoplastos y de.organelos intactos ofrecen

buenas posibilldades de real)-zarion

Por otra parte r al romperse una célula ante el ataque

por un patdgeno, se llberarfa la aglucona hid"ro:<ámica, Ja.

cual podrfa oausar Ia necrosls localizada de 1as cdl-ul-as

hospedante y vecinas debido a su posible acción sobre im

portantes vfas metabólicas (fotosfntesis, res¡-riración, y
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otras). Esta muerte oelular oonlleyar{a, una falta de rLl-

trientes en }a zona afectada It por ende, aislamiento del

patógeno en la porción necrdtica.

Por 1o tantor €s dable suponer que en la planta existe

un d"oble mecanismo qulmico de defensa por ilx contra micro

organismos patógenos: i) inhibición directa d.e 1os ilx so-

bre los organismos atacantes, y ii) aislamiento y d.eficien

cia nutricional- d"eL patógeno por la necrosis localizarla de

Las cáLulas atacad"a y adya,centes"

C. CONCIUSIO]VES

I,a DII,E0A y eI DILIBOA-G]o son inhibj-dores de yeaccio -
nes de transd.ucción r1e energfar pues reaccionan con CFl.

La DII{BOA reeccfona. oon tlol-es.

Só1o una parte de l-a inhibición de1 CFa por l-a DII,,{tsOA

se deberfa a su reacoión con tioles. El resto se d"escono-

c€r aunque es probable que se deba a la reacción rlel_ ilx

con otros grupos nucleofflicos de la enr"i.ma.

El DI¡,,IEOA-GIo se encuentre. en los te jidos de malz en

concentraciones suficientes pa.ra prorrocar efectos t6xi
CO§ o
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