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RESUMEN

La compartimentacidn de metabolitos secundarios en células
vegetales, definida como el gradiente de concentracidn de un
metabolito entre compartimientos separados por membranas, es
un Area poco estudiada en la fisiologia vegetal. Un grupo
importante de productos naturales estd constituideo por los
acidos hidroxamicos ciclicos (l1,4-benzoxazin-I—-ona)
encontrados en gramineas. De estos compuestos, el mas
abundante aislado de maiz y trigo es el DIMBOA (2,4-dihidroxi-
7-metoxi-ZH-1,4-benzoxazin-Z[4H]-ona) al cual se le atribuye
efecto pesticida debido a la toxicidad que presenta contra
pestes vy sobre reacciones de transferencia de energia en
vegetales vy animales mediante un mecanismo aparentemente
relacionado con la sintesis de ATF. Se ha informado que este
compuesto se encuentra como glucdsido en 1la planta intacta
(2y4-dihidroxi-7-metoxi-2H-1,4-benzoxazin-3[4H]-ona-B-D-
glucopirandsido). El1 dafo tisular provocado por pestes o por
ruptura mecdnica, induciria la hidrdlisis del DIMBOA-glucdsido
generando DIMBOA y glucosa supuestamente por accion de (-
glucosidasas. Este hecho permite postular que el DIMEOA-
glucdsido estaria fisicamente aislado de las B-glucosidasas
que lo hidrolizan, vya sea en distintos tejidos o bien en
distintos compartimientos dentro de 1la misma célula. La

compartimentacidn propuesta explicaria la existencia de este
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glucdsido in vivo en una forma que no afecta el metabolismo de
la planta productora. El objetivo de esta tesis fue locali:zar
tisular y celularmente al DIMBODA—glucdsido y a las f@-
glucosidasas gque lo hidrolizan utilizando un cultivar de maiz
con alto contenido de este compuesto. Ademas, se estudid el
efecto del glucdsido y de la aglicona sobre mitocondrias vy
cloroplastos aislados de la misma planta.

Luego de aislar e identificar el DIMBDA-glucdsido, se
procedid a estudiar su efecto y el de DIMBOA sobre el
transporte de electrones. Para ello, se midid el consumo de
oxigeno de una preparacion de mitocondrias en condiciones
basales (NADH 1 oM o malato 30 mM), acopladas (ADP 2 mM) vy
desacopladas (2,4—dinitrofencl 50 pM). Se midid también la
fotorreduccidn de un aceptor artificial de electrones (2,6~
diclorofenol indofenol 200 M) en preparacianes de
cloroplastos. Tanto en mitocondrias como en cloroplastos se
encontrd gue =1 BIMBOA inhibid 1la cadena transportadora de
electrones a concentraciones muy inferiores a las
potencialmente alcanzables por el cultivar utilizado. DIMBOA-
glucdsido en eambio, no provocd ningun efecto sobre este
Proceso.

Para .el estudio de 1la compartimentacién del DIMEOA—
glucdsido y de las B~glucosidasas, se aislaron tejidos
{paréngquima mesofilico y haces vasculares) vy fracciones

celulares (protoplastos, vacunlas, mitocondrias Yy




cloroplastos) en cada una de las cuales se estudid presencia
de bIMBOA por HFLC y de B—-glucosidasas por ensayos
espectrofotométricos. Los resultados mostraron que tanto el
glucasido como las B-glucosidasas se encuentran en todos los
tejidos analizados. Sin embargo, se demostro gue si bien ambos
componentes coexisten dentro de una misma ceélula, DIMEOA-
glucosido se localiza en el citoplasma mientras que las
DIMEBOA-R-glucosidasas se encuentran dentro de 1la wvacunola
practicamente en su totalidad.

ifLos resultados obtenidos permiten concluir que existe
compartimentacidn celular en esta etapa del metabolismo de los
4dcidos hidroxdmicos en maiz. Esta compartimentacion regula la
distribucidn de un compuesto potencialmente tdxice para su
propioc metabolismo mediante la separaci@n del precursor

glucosidico de las B-glucosidasas que lo activan.
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ABBTRACT

The compartmentation of secondary metabolites, defined as
concentration gradient of a metabolite between compartments
separated by membranes, is an area scarcely studied in plant
physiology. An  important group of natural products is
constituted by eyelic hydroxamic acids (1,4-benzoxazine-3I-one)
found in graminae. From these compounds, the main one found in
maize and wheat is DIMEBOA (2,4-dihydroxy-7-—methoxy—-2H~1,4-
benzoxazine—-3[4HJ—one) which has a possible role as pesticide
due to its toxicity on pests and some animal and vegetal
reactions probably through ATFPF synthesis. It has been
reported that DIMBDA exists as glucoside (2,4-dihydroxy—7-
methoxy—-2H-1,4—-benzoxazine—-3[4H]-one-f-D—glucopyranoside) in
intact plants. Tissue damage liberates DIMBOA and glucose from
DiIMBOA—-glucoside through a hydrolytic process probably
mediated by B—glucosidases. This observation may suggest that
DiIMBOA—glucoside should be physically isolated from hydrolytic
B-glucosidases in a different compartment at tissular or
cellular level. This compartmentation would explain the
existence of glucoside in vivo without a harmfull effect on
plant metabolism. The aim of this work was to localize the
DIMEDA~glucoside and degrading B-glucosidases at tissular and
cellular levels in maize plants. In addition, the effect of

glucoside and its aglycone on mitochondria and chloroplasts
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isolated from the same plant was studied.

DIMBOA—glucoside was purified from waize and chemically
characterized. Its effects on electron—transfer chain were
studied. Oxygen consumption by mitochondrial suspension was
determined in basal (NADH 1 mM or malate 50 mM), coupled (ADF
2 mM) or uncoupled (2,4-dinitrophenol 50 pM) conditions.
FPhotoreduction indqced by a chloroplast suspension was studied
by using an artificial electron acceptor (2,é6~dichlorophenol
indophenol 200 pM}. In both, mitochondria amd chloroplasts,
DIMBDA had an inhibitory effect on the electron—transfer chain
at a relatively low concentration ctompared with that found in
maize leaves. 0On the other hand, DIMEOA—glucoside had no
effect on this process.

The compartmentation study of DIMBOA-glucoside and -
glucosidases was performed on tissues (mesophyll parenchyma
and vascular cylinder) and cellular fractions (protoplasts,
vacuoles, mitochondria and chloroplasts). In each fraction the
content of DIMBOA was analized by HFLC and for B-glucosidases
by spectrophotometric assays. The results showed that both
components were present in all tissues studied. Nevertheless,
inside the cell DIMBOA-glucoside was found in the cytoplasm
and DIMBDA-B—glucosidases into vacuoles. .

The distribution observed Tfor these components, supports
compartmentation in this step of hydroxamic acids metabolism

in maize. This cellular compartmentation would avoid the
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generation of DIMBOA and its potential toxic effect on the

cell, by isolation of its glucosidic precursor from degrading

DIMEOA-B-glucosidases.
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1. INTRODUCCION

Los seres vivos conforman sistemas organizados Y su
funcionamiento comprende una serie de reacciones ordenadas que
obedecen dicha organizacién. E1 marco de ordenamiento esta
dado por limites temporales y espaciales dentro de los cuales
ocurren las reacciones bioquimicas (Hess, 1980). Estos limites
son determinados a nivel c¢elular por diferentes tipms de
membranas internas ;ue generan compartimientos celularses gque
mantienen diferencias de concentracidn, fendmeno conocido como
compartimentacion (Sitte, 1980}). Da esta manera, lasg
transformaciones globales que ocurren dentro de uwuna célula
estdn localizadas en compartimientos y las interacciones entre
ellos ocurren mediante transporte controlado a traves de
membranas (Hess, 19280).

Para que una celula mantenga sus Tunciones bioguimicas
normales, debe poseer su arquitectura intacta (Kempner, 1980:
Echeverria y Valich, 1i988B), va que Ia alteracién de su
compartimentacidn puede significar la interrupcion de su
fisiologia normal o la muerte celular (Echeverria y Valich,
1988). El1l estudio de un sistema bioldgico es compleio y
generalmente implic; ruptura de la organizacién inicial y por
lo tanto, pueden suponerss procesos no necesariamente reales.
Es entonces preciso utilizar metodologias no destructivas que
mantengan la estabilidad de los compartimientos y que permitan

deducir el funcionamiento de una celula intacta.

tLa célula vegetal, 1Ioc mismo que la animal, poseese numerosos
b
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compartimientos gue regulan el metabolismo (Oaks y Bidwell,
1970; Dennis vy Miernyk, 19823 Raven et al., 1986). Los
estudios de compartimentacion han permitideo dilucidar el
funcionamiento de una serie de procesos vitales para la planta
come la fotosintesis, respiracidn, metabolismo de la glucosa,
asimilacion de nitrdgeno y otros (Daks y Bidwell, 1970; Dennis
¥ Miernyk, 1982; Salisbury y Ross, 1985). En cada uno de estos
analisis se han identificado los distintos compartimientos
estructurales y metabdlicos que participan en el proceso
general.

Una de las areas donde el estudio de la compartimentacion es
escaso se refiere al metabolismo secundario.
1.1, Metabolismo secundario

Los compuestos secundarios se definen como productos
naturales, generalmente de origen vegetal, que no participan
directamente en actividades primarias (Conn, 198B1), es decir,
no rcumplan wn papel conoccido en la mantencidn de procesos
vitales en el organismo que los sintetiza (Bell, 1981). Esta
definicidn explicaria la existencia de variedades de una misma
especie con Yy sin acumulacién de un compuesto en particular.
De acuerdo a Bell (1981), debido a que 1los metabolitos
;acundarins' se encuentran fundamentalmente en vegetales, se
supong que representarian una estrategia para aumentar la
sobrevida como una manera de superar las desventajas de la
inmovilidad propia de las plantas superiores.

Los metabolitos secundarios se han clasificado de diversas

formas. Entre ellas estan la clasificacion estructural




(Hendrickson, 19453 Mann, 19803 Robinson, 1983), la taxondmica
{Seigler, 1981) y la ecoldgica (Mann, 1980; Bell, 1981i;
Harbone, 1982)., La glasificacidon ecolégica es interesante
desde un punto de vista fisioldgico, puesto gque relaciona al
metabolismo secundario con los distintos papeles gue podria
cumplir en el ecosistema. De acuerdo a esto dltimo, Ilog
metabolitos vegetales se han dividido segun su participacidn
en interacciones )planta—vertebrado, planta-insecto, planta—
planta y planta-microorganismo (Mann, 1980; Bell, 1981).

Estd claro gue muchos productos secundarions de origen
vegetal sirven como agentes de defensa provocando repelencia o
muerte del organismo con el cual interactdan (Mann, 1980;
Bell, 19813 Harbone, 1982; Rosenthal, 19B6&). Ademas, gran
parte de estos metabolitos puede ser dafiina para la planta gue
los produce, de tal manera que existen celulas o
compartimientos subcelulares especializados gue los contienen
(Mann, 1980), o bien, se encuentran como moléculas de baja o
ninguna reactividad gue se vuelven activas por accidn
enzimatica {Mann, 1980; Hosel, 1981).

El conocimiento de la localizacion de metabolitos y de sus
enzimas dentro de los compartimientos celulares es crucial
para la comprensicdn de los eventos bioguimicos de la célula
{Echeverria y Valich, 1988). Se sabe gque la vacuola constituye
el compartimiento principal para la acumulacidn de compuestos
secundarios en contra de un gradiente de potencial quimico en
células de tejidos jovenes (Nishimura y Beevers, 1976; Matile,

1978; Saunder, 19793 Marty et al., 19803 Deus Neumann y Zenk,




1986; Boller y Wiemken, 1986) sin embargo, algunas
referencias mencionan acumulacién en compartimientos como las
paredes celulares (Ibrahim et al., 1987). En general, se
acepta que 1los compuestos secundarios hidrofilicos pueden
localizarse en forma soluble en compartimientos tales como la
pared celular, mientras gue los lipofilicos se ligan a
membranas o permanecen libres en el citoplasma o en la vacuola
(ref.Ibrahim et a1., 1987).

1.1.1. Acidos hidroxémicos ciclicos

Uno de los grupos de metabolitos secundarios de importancia
en agricultura estd constituido por los 4cidos hidroxdmicos
ciclicos, de estructura general 1,4-benzoxazin-3-ona (Figura
l1). Estos compuestos se han aislado de la familia Graminae a
partir de especies de gran valor agricola como Zea mays,
Triticum aestivum y T. durum, Secale cereale y de otros
generos que agrupan especies de menor importancia y silvestres
(ref. Queirolo, 1983; Zufiga et al., 1983). En estas plantas
se encuentran una serie de acidos hidroxdamicos, siendo DIMEOA
(2,4-dihidroxi-7-metoxi-2H-1,4-benzoxazin-Z[4H]-ona) el mas
importante cuantitativamente en trigo y maiz (Queirolo, 1983;
Argandofa y Corcuera, 1985).

La importancia de los Acidos hidroxdmicos en general y de
DIMEOA en particular, radica en el probable papel pesticida
que se les ha atribuido desde su identificacidén. Se sabe que
aplicaciones de estos compuestos a medios de cultive inhiben
el desarrollo de bacterias y hongos pardsitos de animales y

vegetales (ref. Queirolo, 1983Z). Al mismo tiempo, se asocia la




Figura 1. Estructura general de los Acidos hidroxdmicos
ciclicog, 1,4-benzoxazin-3-ona, encontrados =13
gramineas. Ris y R= pueden reemplazarse por H, y OCHx
indistintamente y Rs por H o por glucosa, conformando
una familia de compuestos donde el grupo hidroxdmico
propiamente tal es el HO-N-COOH.




presencia de DIMEOA en dietas artificiales o en plantas con
resistencia al atagque de insectos (Corcuera et al., 1987).
También se les asigna una funcidn alelopatica (Barnes et al.,
1287) , mutagénica (Hashimoto et =<1., 1979), nutricional
{Tipton y Buell, 19703 Dabed et al., 1983), destoxificante de
herbicidas vy pesticidas (Icannau et &l., 1980) y otras (ref.
Niemeyer, 1989).

A pesar de las numerosas referencias respecto al efecto de
los 4&cidos hidroxamicos sobre otros organismos, se desconoce
la accidn que ellos podrian ejercer sobre las células de las
plantas que los sintetizan. Se ha informado que el mecanismo
de accidn de estos compuestos estaria relacionado con
inhibicion de enzimas gue participan en reacciones de
transduccidn de energia en otras especies vegetales (Queirolo
et al., 1981) y-animales (Niemeyer et &l., 19864). De acuerdo a
esto, podria esperarse que los acidos hidroxamicos estuvieran
compartimentados, en alguna forma estructural que impidiera su
efecto nocive o bien ambas cosas.

No obstante desconocerse los precursores gues generan DIMEBEDA,
se sabe que en el tejido intacteo se encuentra como glucdsido
(2,4-dihidroxi-7—metoxi~2H~1,4-benzoxazin-3[4H]-ona—-D-
glucopirandsido) {Virtanen 'y Hietala, 17605 Hofman vy
Hofmanova, 19&6%) (Figura 2). En vegetales existen numerosos
compuestos secundarios que se almacenan vy acumulan como
glicédsidos (Mann, 19803 Hosel, 1981; EBell, 19B1; Harbone,
1982; Robinson, 1983; FRosenthal, 19863 Balke et al, 1787;

Spencer, 1987), que se caracterizan por presentar mayor
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CH30 0 Glc CFEO 0 OH
-Glc R
=_ + Gle
o o
OH
a OH

Figura 2. Estructuras del DIMEGA-glucdsido (a)

y de su
producto de hidrélisis DIMEDA (b).

La reaccién es

reversible segun se glucosile {(+ glc) o =1c)
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solubilidad y baja reactividad quimica respecto a la aglicona
{(Barbier, 1979; Hisel, 19813 Balke et al., 1987). Seglin Hosel
{1981), estas Jltimas. constituyen buenas razones que
explicarian ecoldégicamente la acumulacidn de los glicosidos.
lL.os glicdsidos existen practicamente en todos los grupos de
metabolitos secundariozs debideo a que el enlace glicosidico
entre Atomos de oxigeno, carbono, nitrdgenc o© azufre de
diferentes tipos de aglicona puede ocurrir con diversos
azvicares (Hosel, 1981). La mayor parte de estos glicdsidos
secundarios tiene enlace de configuracién B (Hosel, 1981) y el
azlcar mas comunmente encontrado es la D-glucosa aunque otros
mono, di y trisacaridos también pueden esterificarse (Marty et
a&l., 1980). De este modn, los mas abundantes en la naturale:za
son los f-D—glucdsidos.

La literatura sefiala gue el DIMBODA-glucodsido seria
hidrolizado enzimaticamente a DIMBOA (Wahlroos y Virtanen,
19593 Virtanen y Wahlroos, 194633 Hofman y Hofmanova, 1%971}.
Segun Hisel (1981), las enzimas responsables de la hidrdlisis
del enlace glicosidico son glicosidasas (E.C.3%.2.) que actdan
dentro de los tejidos intactos o bien luego de su  ruptura.
Debido a que la mayor parte de los glicdsideos es de
configuraciodn B y ligada a glucosa, son las B—glucosidasas las
enzimas mas estudiadas con respecto al metabolismo secundario
(Hosel, 19813 Eksittikul y Chulavatnatol, 1988}.

En relacidn a la hidrolisis del DIMBOA—gluctsido, se sabhe
que ésta ocurre siempre que s macere el tejido sin

inpactivacidn previa de enzimas (Hofman y Hofmanova, 1971). Por
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esta razdn puede suponerse que el glucdsido estd separado de
la enzima que lo hidroliza, ya sea en distintos tejidos o bien
en compartimientos diferentes dentro de la misma célula. La
compartimentacidén de glucdsidos respecto a sus B-glucosidasas
ha sido poco estudiada. Los ejemplos mejor documentados se
refieren a los glucdsidos cianogénicos como dhurrina vy
linamarina que por hidrdlisis 1liberan A&cido cianhidrico
(Kpjima et al., 19793 Conn, 1981; Frehner y Conn, 1987; Selmar
et &al., 1987), de glucdsidos cumarinicos que por hidrélisis
generan cumarina (Oba et al., 1981) vy de avenactsidos que
producen desglucoavenacdsidos téxicos (Nisius, 1?88). For otra
parte, se ha informado de la localizacidn tanto de glucésidos
{Marty et all, 19803 PBoller y Wiemken, 198&) como de B-
glucosidasas (Pierrot y Wielink, 1977; Nagahashi et al.. 1985;
Li et a&l., 1982), no obstante, en estos casos no se ha
correlacionado el complejo glucédsido-enzima para una especie
determinada.

Los estudios de localizacidn realizados en Aacidos
hidroxamicos sefalan que puede aislarse DIMBOA a partir de
parenquima mesofilico y haces vasculares de hojas de trigo y
maiz (Corcuera et al., 1987), mientras que respecto a las
DIMBOA-B—glucosidasas la literatura es practicamente
inexistente, aunque se ha intentado su localizacién por
técnicas histoquimicas utilizando un sustrato gue no
ctorresponde al grupo hidroxamico (Mace, 1973).

Debido a que =21 DIMBOA-glucdsido permanece intacto en 1a

hoja y que sdlo se libera DIMBOA después de la ruptura del
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tejido, se puede suponer gue el glucdsido estd localizado en
un compartimiento diferente al de las B-glucosidasas gue lo
hidrolizan. Este mecanismo de compartimentacidn permitiria la
protaccidn del glucdsido bajo condiciones fisioldgicas
normales y al mismo tiempo, evitaria el dafo celular por
toxicidad a la planta que lo sintetiza.

El objetivo fundamental de esta tesis fue estudiar la
compartimentacidn tisular y celular del DIMBOA-glucdsido y de
sus B-glucosidasas en maiz (Zea mays L.). Al mismo tiempo, se
analizd el efecto de ambos compuestos sobre algunas reacciones

metabtlicas de esta especie.
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2. MATERIALES Y METODD

2.1, Material vegetal

Se trabajsd con plantulas de maiz {fea mays L.} cultivar
Tracy T129s de alto contenido de Acidos hidroxamicos (Zdfiga
et al., 1983). La siembra se realizd en invernadero o camara
de cultivo en suelo franco—arenoso utilizando semilla pre-~
embebida por 24 horas. Los riegos se realizaron diariamente
con solucion nutritiva de Phostrogen M.R. 0,47 mg/l. La
germinacion comenzd entre 5 y 7 dias segun las condiciones de
temperatura imperantes y la cosecha de las plantas se realizo
entre &4 y 10 dias luego de la emergencia, momento en que el
maiz presenta un contenido maximo de compuesto (Queirolo,
1983}. Cuando las pléntulas alcahzaron el estado requerido,
se desecharon las raices utilizando el brote completo o sélo
tejidds y fracciones subcelulares de acuerdo a los protocolos
descritos a continuacidn.
2.4.1., Aislamiento de tejidos

Se obtuvieron protoplastos del parénquima del mesdfilo y el
cilindro vascular de hojas de maiz segun el protocolo diseflado
por Vilches (1988). 2 a 3 g de hojas de maiz se rasparon
syavemente con una hoja de afteitar por.ambas caras haciendo
cortes leves y se incubaron en medio de aislamiento (MES § mM
pH S,6-5,8, CaClz 5% mM, sorbitol 0,6 M y celulasa 1% p/v)
durante 3 horas, a 25-28°C con agitacidn suave. Luego, se
elimind el medio de incubacion con una pipeta Fasteur y se

enjuagd el tejido 2 a2 3 veces con medio de aislamiento sin
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enzima. El jugo obtenido se filtrdé y se centrifugd a 50 % g
por 5-7 minutos logrando una pella que se lavo 2 veces en el
mismo medio. .El nimerpo de protoplastos se cuantificd
utilizando un hemocitémetro. El cilindro vascular se aisld por
digestidn durante 24 horas en las mismas condiciones vy se
consideraron sélo aquellos haces gque no presentaban células
del mesédfilo adheridas segiin andlisis por microscopio dptico.
2.1.2. Fracciornes subcelulares

2.1.2.1, Vacuolas

Las vacuolas se obtuvieron a partir de los protoplastos por

shock osmotico de acuerdo & Martinoia et al. (1985). Los
protoplastos aislados segun la metodologia desctrita se
trataron con mezcla de lisis (sorbitol 0,45 M, Hepes—imidazol

IO mM pH 7,4, EBSA 0,1 %, PVF 0,1 %, ficoll 18 %). lLuego, las
vacuolas se purificaron por flotacion en un medio especifico
{medio de lisis con ficoll 2 %) acorde a la literatura
(Martinoia et al., 1985). La integridad de las vacuolas
aisladas se analizd mediante microscopia optica y tincidn con
rojo neutro (Kojima et al., 197%).
2:1.2.2, Mitocondrias

Se aislaron a partir de hipocotilos etiolados picando el
tejido con hoja de afeitar en meﬁio de aislamiento (mariitol
0.4 M, MOFS 0,1 M, EDTA 1 mM, BSA 2 mg/ml pH 7,6) segun Aranda
et al. (1983). El macerado se filtro a traves de gasa, se
centrifugd a 2.000 x g por 10 minutos vy se sometid a 2
enjuagues con el mismo medio. La pella obtenida se disolvid y

centrifugd a 12.100 x g por 10 minutos obteniéndose una pella
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gue se disolvid en distintas soluciones segun se determinara
consumo de oxigeno, presencia de Acidos hidroxdmicos o
actividad enziméatica.
2.1.2.3. Cloroplastos

lLos cloroplastos se aislaron de acuerdo a Miles (19B2).
A esta fraccidn se le determind capacidad de reduccion de
aceptores artificiales de oxigeno, presentia de acidos
hidroxéamicos y actividad de enzimas.
2,2. Puriticacion del DIMBOA-glucdsido

La purificacidon del glucdsido siguid el protocolo descrite
por fiveirole (1983). 1.200 g de plantulas sin raices se
calentaron a 90°C por 18 minutos en agua destilada, se
maceraron y filtraron en gasa. El filtrado se ajustd a pH 10
con NaOH vy se centrifugd a 10.300 x g por 10 minutos. El
sobrenadante se ajustd a pH 3,0 con HCl, se lave I veces con
eter Ilevando l1a fase acuwosa a pH 8,0 con NaOH vy
concentrandola. Luego, se precipitd 2 veces con metanol y 1
vez con acetona y el sobrenadante se sembréd en una columna SFP-
Sephadex Fe(III) eguilibrada con metanol:agua en proporcién
1:%. EIl glucdsido se ligd al Fe (IIX) de la columna que tomd
una ctoloracidn azul vy se eluyd con la misma mezcla de metanol
pero satuwrada con NaCl. Al eluido se le agregd EDTA O;B My el
ligquido sobrenadante se filtrd, se concentrd y se sembrd en
una columna Sephadex B-10 squilibrada con agua saturada con
cloroformo. El glucdsido se eluyd con la misma mezcla. A las
fracciones recogidas se les determind glucosa con el reactivo

de antrona midiendo absorbancia a 620 nm vy se verifico la
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reaccidn positiva al FeClx registrando la absorbancia a 550
nm. Agquellas fracciones que presentaron reaccidn positiva a
ambos andlisis se reunieron, se extrajeron con butanol vy se
evaporaron hasta gue se obtuvo un residuo de color claro.
2.2,1. Caracterizacidn

El compuesto obtenido se caracterizo por distintos métodos.
2,2.1.1. Andlisis espectroscopicos

Se realizd un espectro de absorcidn en 1la regidn
ultravioleta, para lo cual la muestra se disolvid en agua
determinando absorbancia entre 190 y 350 nm en un equipo
Shimadzu 240 (Gueircolo, 1983).

FPara cobtener el espectro deé absorcidn infrarrojo se formd
una pastilla de glucédsido con KBr y se midid la transmitancia
entre 4.000 vy 65C¢ cm* en un equipo Perkin-Elmet 70
(Queirole, 1983).
2:2:1.2 Reacciones colorimétricas

La reactividad del DIMBOA~glucédsido con Fe(lll) se determind
mezclando la muestra con reactivo de FeClx vy realizando un
batrrido de absorbancia entre 380 Y 700 nm en tn
espectrofotdmetre Shimadzu 240 (Bueirolo, 1983).

lLa presencia de azucares sg determind haciendo reaccionar 1la
muestra con reactivo de antrona vy leyendo la absorbancia
entre 380 y 700 nm en un equipe Shimadzu 240 (Queirplo, 1983).
2.2,1.3. HPLC

Se utilizd un equipo Merck—Hitachi 6554A-12 con una columna
RP-18 en fase invertida. Se inyectaron 5-10 pl de la muestra

en extracto metandlico o etandlico y se eluyd con un gradiente
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metanol—-agua 30-70 % durante 5 minutos y luego S0-50 %4 hasta
completar 15 minutos. La absorbancia de las fracciones eluidas
se leyd a 263 nm.
2.%. Determinacitdn de la accidn de los dcidos hidroxdmicos
sobre mitocondrias y cloroplastos

Para este efecto s midid el consumo de oxigeno en
preparaciones de mitocondrias bajo distintos tratamientos. EI
cambio de la concentracidn de oxigeno se determind con un
origrato Hansatech con electrodo tipo Clarck, camara de 2 ml
con agitacidn continua a 2%°C y registrador. L.as musstras se
mantuvieron en hielo previo a la lectura de actividad gue se

realizd wutilizando un medio especifico Yy adicionando

sustratos, DIMBOA-glucdsido, DIMEOA o desacoplantes para
obtener informacidn sobre transporte basal, acoplado Yy
desacoplado.

Las mitocondrias se aislaron segun 1lo descrito y se
resuspendieron en amortiguador de actividad (manitol 0,3 WM,
KC1 10 mM, MgClz S5 mM, KFi 10 mM, pH 6,2 a 6,5) segun Aranda
et al. {1983). De esta suspensidn se agregd el eguivalente a
50 pg de proteina a la camara del oxigrafo que ya contenia 1
ml de medio de actividad y una vez estabilizada la lectura de
la muestra, se adicionaron el sustrato (NADH o malato y ADF),
o desacoplante (2,4-dinitrofenol} y se determinaron los
gfectos de distintas concentraciones de DIMBOA-glucdsido o de
DIMBOA. Los resultados se expresaron como tasa de consumo en
nmoles de oxigeno por ml de mezcla de reaccion por minuto por

mg de proteina de la muestra.
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El efecto de los Acidos hidroxdmicos sobre cloroplastos se
determind mediante el uso de un indicador de oxidorreduccion,
el 2,6-diclorofennlindofenol (DCPIP). Los cloroplastas
aislados se suspendieron en un medio de actividad (sacarosa
0,2 M, tricina 40 mM pH 7,8, KCl 30 mM, NH4Cl 5 mM, MgCl. 4
mM} segiin Miles (1982) y se agregd la muestra en presencia de
luz y se midid la velocidad de fotorreduccidén del aceptor de
electrones frente a distintas concentraciones de DIMBDA~
glucdsido vy de DIMBOA, siguiendo espectrofotométricamente la
reduccidn del DCPIFP 200 uM a 600 nm.

2.4, Cuantiticacidn del DIMBOA-glucésido y DIMBOA en el
material vegetal

La concentracidn de ambos compuestos en distintos tejidos y
fracciones se obtuvo comparando 21 Area bajo la curva de la
muestra respecto al Area de un estandar de DIMBOA puro en
HPLC. Las curvas de calibracidn utilirzando estdndares puros
alcanzaron errores inferiores al 5 %, demostrando elevada
repetibilidad del método y permitiendo que las concentraciones
de la muestra obtenidas por relacion de areas fueran
confiables, no requiréndose el uso de un estandar interno. La
extracci&n se hizo congelando el tejido en nitrégeno liquido y
agregando metanol si se trataba del gluctdsido o bien, a
temperatura ambiente y en eéter si era DIMBOA. FEn cada
inyeccidn 1=1=) agregaban los esténdares correspondientes,
coinyectando o en inyecciones individuales, comn el fin de
controlar los tiempos de retencién.

2.3, Determinacidn de actividades enzimaticas
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2.53.1. Determinacidn de actividad R-glucosidiésica

La actividad se determind en extracto fresco para DIMEDA-
glucosido, paranitrofenil-glucdsideo y salicina.
2:89,1.1. DIMBDA-glucdsido

lL.a actividad B~glurosidasica para el sustrato natural se
obtuvo como aparicidén del producto DIMBOA midiendo absorbancia
a 263 nm. A 200 pl de amortiguador de actividad {(acetato de
sodio 90 mM pH 5,0) se agregaban 40 mM de DIMBOA-glucédsido vy
1%-20 pg de proteina alcanzando un volumen final de 250 pl.
Con el fin de asegurar el uso de concentraciones saturantss se
determind la K. aparente como se define mas adelante. La
incubacidén se hacia a 30°C hasta 8 minutos. La reaccidn se
detenia a distintos tiempos con 1 ml de éter enfriande en
hielo, se agitaba y de inmediato se extraian 500 pl. EI
extracto etéreo obtenido se evaporaba a sequedad, se agregaban
800 ul de etanol al residuo y se leia inmediatamente 1la
absorbancia en un espectrofotdmetro Shimadzu 240 a 263 nm. La
lectura fue rdpida debido a la inestabilidad del DIMBOA en
extrato acuoso, pero de acuerdo a ensayos preliminares DIMBOA
se mantuvo estable durante el tiempo de la determinacidn. EI
valor del coeficiente de extincion molar (€) calculado para el
DIMBOA segun una curva de calibracién en estas condiciones fue
de B8.5955. La actividad se definid como pumoles de DIMEDA
liberado por minuto por mg de proteina.
2.9.1.2. Paranitrofenil-glucéside (PNP-glucdside)

La actividad B—glucosidasica para este sustrato sintético se

determindé mediante la cuantificacién del paranitrofenolato
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liberado (Walker y Axelrod, 19783 Hosel y Todenhagen, 1980;
Himmel et &l., 198B6). Al medioc de actividad (acetato de sodio
30 mM pH 5,0) se adicionaban 12,5 mM de PNF—glucdsido y 10-15
Hg de proteina a 30°C. La reaccidn se detenia a distintos
tiempos agregando 2 ml de NaOH 2 N enfriando en hielo y se
l@gia de inmediato la absorbancia a 400 am en un
espectrofotdmetro Shimadzu 249. En un ensayo previo se
determind gue el color amarillo desarrollado por el
paranitrofenol era estable hasta 12 minutos luego de agregar
la base, tiempo inferior al ensayo realizado. El1 € calculado
gegun una curva de calibracion fue de 18.44B. La actividad se
expreso como pmoles de fenolato liberado por minuto por mg de
proteina.

Tanto para el DIMBEDA-glucdsido como para PNP-glucdsideo, se
utilizd un método de cuantificacidn de la glucosa liberada por
la hidrdlisis con un ensayo espectrofotométrico de enzimas
acopladas (Merck o Sigma). En ambos casos se mantuvierom las
condiciones requeridas para las B-glucosidasas luego de
algunas modificaciones de las indicaciones correspondientes.
2.9.1.3. B8alicina

La actividad B-glucosidasa contra este sustrato fenolico se
determino cuantificando la glucosa liberada segun Somogyi
(1945). Se incubaban 20 pg de proteina con 10 mM de sustrato
en amotrtiguador acetato de sodio 50 mM pH 5,0 a 30°C. La
reaccion se detenia a distintos tiempos (0 a 30 minutos)
agregando 1 ml de reactivo de cobre, luego se calentaba a

10GeC durante 10 minutos agregando 1 ml de reactivo
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arsenomolibdico y agua hasta completar 5 ml para entonces leer
absorbancia en un Spectronie 21 a 400 nm.
2:3.2, Determinacidén de actividad de PA-~glucosidaszas &N
fracciones obtenidas por centrifugacion diferencial

Be realizaron experimentos de centrifugacidn diferencial de
acuerdo al esquema de la Figura 3, basandose sobre protocolos
descritos previamente (Nagahashi y Hiraike, 19823 Nagahashi y
Baker, 19843 Nagahashi et al., 1985). El tejido cosechado se
homogeneizd en amortiguador de extraccidn en la proporcidn
tejidoramortiguador de 1:2. Se utilizaron dos amortiguadores
para extraer la muestra: a) acetato de sodio 50 mM pH 5.0 y b)
sacatrosa 0,25 M, EDTA OmM, Tris-MES 28 mM pH 7,2, ESA 0,1 %,
B-mercaptoetanol 5 mM y PVF-40 0,2 %Z. El homogeneizado se
filtrd por gasa y se sometid a la centrifugacidn descrita en
la Figura 3. Las fracciones particuladas fueron sedimentadas a
1.085 % g durante 3 minutos (paredes celulares crudas) y a
12.100 % g por 10 minutos (organslos crudos) utilizando un
rotor Sorvall 55-34, mientras que la sedimentacién a 120.000 x
g durante 40 minutos (microsomas crudos) se realizéd con un
rotor Beckman 50 TI. El liguido sobrenadante se utilizé como
fuente de enzim;s solubles. Las pellas crudas obtenidas por
sedimentacidn a 1.085 xg y a 12.100 x g fueroﬁ examinadas al
microscopio dptico comprobando 1la presencia de fragmentos
celulares v cloroplastos, respectivamente. Todas las pellas se
lavaron 3 veces con 21 mismo amortiguador y finalmente se
resuspendieron en el mismo medio con Triton X-100 0.1 %, se

incubaron durante 25 minutos en hieloc y luego se obtuvo el
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Figura 3. Diagrama de flujo utilizado en el fraccionamiento de
homogeneizado de maiz por centrifugacidn diferencial.
El tejido se homogeneizd en amortiguador de
extraccidn (acetato de sodio SO mM pH 5,0}, se filtroé
y centrifugd como se describe. Cada pella (F) se lavo
2 veces ton 1 mismo amortiguador vy luego se  incubd
con Triton X-100 0,1 %. EI1 liquido sobrenadante (S)
en cada etapa del proceso se considered como la
fraccion soluble,

20




sobrenadante por centrifugacidon a la velbcidad Yy tismpo
correspondientes. EIl desarrclio del protocolo completo duréd
alrededor de B8 horas (4°C) y todas las actividades se
determinaron al finalizar la centrifugacidn.

2.5.3. Caracterizacidn de B-glucosidasas

Para esta serie de experimentos se utilizd tejido extraido
en amortiguador acetato de sodio 50 mM pH 5,0, homogeneizado Y
centrifugado a 12.100 % g durante 10 minutos. Se determinaron
las K, aparentes y se realizaron curvas de actividad en
funcion del pH y de la temperatura, junto con diselar una
metodologia preliminar de purificacién. En todos los analisis
se utilizaron DIMBOA-glucdsido y PNP-glucdsido.

Las Km aparentes se determinaron realizande curvas de
actividad entre 0 y 50 mM para DIMBOA-glucdsido y entre 0 y
25 mM para PNP-glucdsido. Los resultados se 1levaron a una
grafica doble-reciproca de Lineweaver—Burk desde donde se
obtuvieron los valores correspondientes.

Fara analizar la actividad enzim&tica versus pH 21 extracto
centrifugado se dializd contra un amortiguador acetato de
sodio 5 mM pH 5,0. Las actividades se ensayaron en
amortiguador 350 mM a pH 2,0-3,0 (glicina); 4,0-5,0 {acetato);
6,0 (MES); 7,0 (MOFS); 8,0-9,0 (Trizma Base); y 10,0 (CAFS).

El efecto de la temperatura sobre la actividad de las @-
glucosidasas se midid en el extracto centrifugado ensayando
entre 10 y 70°C durante 8 minuteos.

Para purificar se homogeneizd el tejido en amortiguador

acetato en proporcién 1:i. Se filtro vy centrifugd a 12.100 x g
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durante 10 minutos. El liquido sobrenadante se precipité con
sulfato de amonio entre 0-20, 20-40, 40-60, &0-80 y B0-100 %
de' saturacién. E1 liguido sobrenadante obtenido luego de una
centrifugacion a 12.100 x g por 10 minutos de la fraccidn
precipitada entre 20 y &0 % de saturacién con sulfato de
amonioc, se Tiltrd por una columna de Sephadex G-100 (2 x 17
cm) equilibrada con amortiguador acetato de sodio S0 mM pH 5,0
y eluida con la misma solucidn, colectando fracciones de 0,6
ml. La fraccién activa obtenida por la filtracidn en gel se
Ilevd a una columna de intercambio idnico DEAE-8Bephadex A-25
{1 % 11 cm), desde donde se eluyd, luego de lavar la columns,
con uwn gradiente de NaCl 0-500 mM en fracciones de 0,6 ml,
reuniendo todas aquellas de interés para analisis posterior.
Todo el prptocolo descrito se desarrolld a 4°C. En cada estapa
se midid 1la actividad enzimatica usando DIMBOA- vy PNP-
glucodsidos, estimando la concentracion de proteinas a 280 nm.
2¢%5.4, Daterminacicon de actividad glucosa-4~fosfato
deshidrogenasa

La actividad de esta enzima se determind de acuerdo a Li et
al. (198%9).
2.6. Determinacidn de proteinas

Se utilizd el método colorimétrice de Bradford (Bradford,
19746). La absorbancia a 395 nm se leyd en un Spectronic 21
utilizando BSA como estandatr. 1
2.7, Detarminacion de clorofila

La extraccidn y cuantificacidn de clorofila se realizd segun

Arnpn (1949).
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3. RESULTADOS

Suls Purificacién y caracterizacion del DIMBOA-gluctsido

Al utilizar el protocelo de purificacidn descrito (Queirolo,
1283) se obtuvo una sustancia de color parde claro gue se
caracterizo mediante distintos analisis,. Los espectros
ultravioleta e infrarroio y las reacciones colorimétricas con
FeCls y antromna para DIMBOA—glucdsido han sido comunicados
por Queirolo (1983), de tal manera gue se compararon e
interpretaron de acuerdo con los resultados obtenidos por
este autor en preparaciones similares. El espectro
ultravioleta (Figura 4a) mostro un maximo a los 273 nm, un
hombro y un segundo maéximo a los 234 nm, demostrando la
presencia del anilleo aromatico propio del Acido vy de la
presencia de la glucosa que modifica el espectro si se compara
con la aglicona. Con el espectro infrarrojo (Figura 4b) se
definid la frecuencia de absoreidén del carbonilo del grupo
hidroxdmico en 1.660 cm—*, observandose también 1las bandas
correspondientes a los grupos OH de la glucosa entre 3.100 vy
I.600 cm—*. La reaccidn colorimetricae con FeClx ocurre con
todos lps &cidos hidroxdmicos inespecificamente y en este caso
el maxime de absorbancia fue a 390 nm (datos no mostrados).
Finalmente, el anidlisis tealizado para la deteccidén de
azdcares reductores con el reactivo de antrona tuvo un maximo
a 1lps 620 nm (datos no mostrados). Todos los andlisis
realizados para la muestra purificada coincidieron plenamente

con lo informado por Queirolo (1283). Mediante las técnicas
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Figura 4. Analisis espectrales del DIMBOA-gluctsido aislado de
maiz. a) espectro ultravioleta para 10 mg de la
muestra disuelta en agua destilada y b) espectro
infrarrojo para 1 mg de muestra mezclada con kKB,




mencionadas se demostrd gue el compuesto purificado era un
acido hidroxamico (FeCls), presentaba una molécula de azucar
en su estructura (antrona}) y que correspondia espectralmente a
DIMBOA-glucdsido (ultravioleta e infrarrojo}.

Al misme tiempo, uwtilizando 1la teécnica de HPLC con un
estandar de DIMBOA previamente aislado en el Laboratorio de
Fisiologia Vegetal, se disefid un protocolo de deteccidn vy
cuantificarién del glucédsido disuelto en metanol o etanol
midiendo 1la absorbancia a 263 nm en las condiciones ya
descritas en la metodologia. Los resultados se muestran en la
Figura 5 vy se aprecia la separacidn del pico del DIMBOA
respecto al del glucésido. Debido a la precisidn y al limite
de deteccidn (1 nmol/g FPF) del método, se utilizd esta
técnica para cuantificar el DIMBDA-glucdsido si el tejido se
extraia con metanol o etannl previa inhibicidn de las B-
glucosidasas o bien, para cunantificar DIMEBOA si se extraia con
éter sin inactivacidn enzimaAtica. La inyeccidn de las muestras
al cromatégrafto fue lo mas rapida posible, especialmente en el
caso del DIMBOA, debido & la inestabilidad gque presentan
estos compuestos en medio acuoso (amortiguador de extraccidn
acetato de sodio 50 mM pH 5,0) (Woodward et al., 1978).

T.2. Determinacidn del wfecto del DIMBOA y DIMBOA-glucdmido
sobre el transporte de electrones en mitocondrias y en
cloroplastos

El efecto que ambos Acidos hidroxamicos pueden ejercer sobre
algunas reacciones metabdlicas celulares, se analizé mediante

el estudio del consumo de oxigeno de suspensiones de
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Figura 5. Tiempo de retenciédn para DIMBOA-glucdsido y para
DIMEOA puros y en mezcla en HFLC. La elucién se
realizéd en gradiente metanol:agua Z0-70 % durante 5
minutos vy luego 50-3%0 % por 10 minutos. La
absorbancia del eluido se leyd a 263 nm.




mitocondrias v de reduccidén de un aceptor artificial en
suspensiones de cloroplastos.
J.2.1. Efecto sobre wl transporte de electrones en
mitocondrias

A la suspension de mitocondrias de hasta 2 horas desde el
aislamiento se le analizd el transporte de electrones como se
muestra en la Figura 4. Fara evaluar el transporte basal de
electrones se agregd comp sustrato malato SO0 mM o NADH 1 mM y
se midid £l consump de oxigeno en un oxigrafo, expresando el
afecto de los acidos hidroxdmicos como porcentaje del control.
La Figura &a muestra gque el DIMEBOA—glucodsido no alterd el
transporte basal hasta concentraciones de 6 mM, mientras gue
el DIMBOA 1o reduio desde concentraciones inferiores a 0,5 mM
alcanzando un 590% de inhibicidén (IDmpo) con 1,5 mM . También se
determind el efecto sobre el transporte acoplado agregando ADF
2 mM (Figura éb). E! comportamiento de ambos compuestos fue
similar al basal encontrandose ausencia de efecto del
glucdsido frente a la marcada inhibicidn por DIMBOA sobre el
transporte acoplado de electrones, alcanzando esta altima un
IDmes digual & 2,0 mM. BSe analizd ademas el efecto de un
desacoplante, el 2,4-dinitrofenol S0 pM, pero no se detecto
n;nguna variacién en la inhibicidmn provocada por DIMROA
respecto a los transportes basal y acoplado (Figura é&c).
Fe2:2s Efscto scbre el transporte de electrones en
cloroplastos

En este caso se prepard una suspensidn de cloroplastos v

se analizéd el transporte electrdnico agregandeo el aceptor

27




Figura 6. Consump de oxigeno en nmoles/min mg de

100 i

C
o ]
° \ 5
coO | ]
@
=t
5-E a
oF o——_—___ 2
€3
a2
Sg
o
O =
]
6

O.—

Compuesto {mM)

: proteina de
mitocondrias aisladas de maiz. A una suspensidn de

mitocondrias se le analizd a) transporte basal (NADH

1 mM o malato 50 mM), b) transporte acoplado (ADF 2

mM} y ) transporte desacoplado (2,4-dinitrofenol S0

mib a distintas concentraciones de DIMEBOA-glucdsido
(@) y de DIMEDA ( ().

(

28




artificial de electrones DCFIFP. El experimento consistid en
seguir espectrofotometricamente la reduccion del DCFIF en
presencia de luz y de los dcidos hidroxémicos y los resultados
se expresaron como porcentaje del control. En la Figura 7 se
aprecia que el glucdsido no provocd ninguna alteracion de la
reduccidn del aceptor en relacidn al control, mientras gque el
DIMRDA inhibid este proceso alcanzandose un 504 de la
represitn a 2 mM de concentracidn. Si se considera que en este
cultivar se encontréd un contenido de DIMBOA de 30 mmoles/k FF
(alrededor de 320 mM suponiendo 25 % de agua en la célula) en
el sobrenadante de 120.000 % g, el efecto téxico potencial que
alcanzaria el DIMEOA libre sobre la célula es muy elevado.
I.3. Alslamiento de tejidos y fracclones

El maiz es una planta C4 vy sus hojas presentan anatomia tipo
kranz, lo cual significa que los haces vasculares estan
rodeados por uwuna vaina de celulas cuyo comportamiento
fotosintético difiere del de las células del mesdfilo (Lawlor,
19B7). La vaina vascular a su vez, estid rodeada de una banda
de esclerénquima {(Raven et al., 1984}, caracteristica que la
hace de dificil acceso. La digestidn enzimdtica de 1la pared
celular por 3 horas realizada en las hojas de plantulas de
maiz liberd fundamentalmente protoplastos del parénquima del
mes6dfileo, debido a que 21 aislamiento de los protoplastos de
la vaina vascular requiere de pectinasa en el medio, de
filtraciones especificas dado gue se trata de células de mayor
tamafio (Sheen y Bogorad, 1983) o de métodos que considersn la

vaina vascular directamente (Spilatro y Preiss, 1987). La
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suspersidn final de protoplastos mostré elevada pureza,
integridad de la plasmalema y gran numero de células (Figura
B8), sin embargo, el rendimiento en clorofila y proteinas fue
bajo comparado con el homogeneizado de la hoja completa (Tabla
1). La liberacién de vacuolas a partir de 1los protoplastos
también resultd exitosa (Figura ?). Con el metodo utilizado se
rompid la membrana plasmidtica de los protoplastos y las
vacuolas liberadas permanecieron intactas segin los andlisis
de microscopia dptica y de integridad por la tincién del rojo
neutro (Kojima et al., 1979). Sin embargo, el rendimiento de
vacuplas fue alrededor de 2/3 del ndmero de protoplastos
considerando una vacuola por protoplasto, resultado similar al
encontrado por Boudet et al. (1981) que calcularon una
contaminacion por protoplastos inferior al 2 % con un
rendimiento similar. Tanto las suspensiones de protoplastos
comp de vacuolas se sometieron a los distintos andlisis
detallados mas adelante.

For otra parte, las fracciones de mitocondrias vy de
cloroplastos aisladas segun los métodos descritos, tuvieron
una vida media no mayor a 1 hora y dentro de ese tiempo se
hicieron 1los estudios de consumo de oxigeno y de reduccidn
del DEFIF, determinacidn dé actividades enzimaticas o
extraccién para analisis por HPLC.

3.4, lLocalizacion del DIMBOA-glucdsido

Fara estudiar 1la localizacidn del glucdsido, como primera

aproximacion se analizd su presencia a nivel tisular en hojas

considerando gque este es el organo mas frecuentemente afectado
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Figura 8. Freparacién pura de protoplastos intactos por
digestitdn enzimadtica de la pared celular de hojas de
maiz. El tejido se incubd durante Z horas en medio
digestivo (MES 5 mM pH 5,6-5,8, CaClz 5 mM, sorbitol
0,6 My celulasa 1 % p/v) vy se purificod obteniendo
una fraccion de protoplastos 1libre de restos

celulares.
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Tabla 1.

Rendimiento de proteina vy de clorofila en hojas
completas y en protoplastos de maiz. Las proteinas
por el método de Bradfeord y la clorofila segdn Arnon
se cuantificaron en homogeneizado de hoja
{amortiguador acetato de seodio S50 mM pH 5,0} v en
preparaciones de protoplastos obtenidos por digestidn
enzimdtica de la pared celular (MES 5 mM pH 5,6-5,8,
CaCls 5 mM, sorbitol 0,6 M vy celulasa 1 % p/v). En
ambos Casos la cantidad inicial de tejido
correspondit a 1 g.

proteina clorofila
Tejido {(mg) % {mg) %
homogeneizado
de hoja 0.774 100 17,2 100
protoplastos 0,098 i3 S35 F1
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Figura 9. Liberacidén espontanea de una vacuola (v) intacta a
partir de un protoplasto de maiz en una preparacion
cruda. Los protoplastos se obtuvieron por digestion
enzimdtica de la pared celular vy las vacuolas se
aislaron por lisis osmética, tratandose
posteriormente para lograr fracciones puras segun la
metodologia descrita.
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por pestes. El estudio consistid en la separacion de los
tejidos y en la cuantificacion del glucdsido presente en cada
uno de ellos. Debido a la dificultad de inactivar enzimas en
estas condiciones, el gluctdsido se detectd como DIMBDA. De
acuerdo a Hofman y Hofmanova (1971), el DIMBOA-glucdsido se
transforma rdpidamente en DIMBROA al macerar tejide en extracto
acupso a temperatura ambiente. Es probable que el contenido

inicial de glucdsido no esté representadeo en su  totalidad en

la concentracion de DIMBGA encontrada, debide a la
descomposicidén que sufre este Gltimo a otfas formas

hidroxamicas (Woodward et al., 1978). No obstante, se trato de
evitar 1la degradacién extrayendo inmediatamente despues de
hacer el homogeneizado e inyectando la muestra al
cromatégrafo lo més rapido posible luego de la extraccidn.

Los resultados obtenidos muestran presencia de DIMBOA en los
dos tejidos ensayados (Figura 10, Tabla 2). Considerando
entonces la uhicuidad del glucdsido, detectado como DIMEOA, se
realizé un andlisis de su localizacidn celular.

Utilizando la metodologia descrita se aislaron las
fracciones celulares, se extrajeron con éter y se les
cuantificd la concentracidn de DIMBOA por HPLC debido & las
razones explicadas anteriormente. Los resultados aparecen ;n
la Tabla 3. FPuede apreciarse que sdlo en el protoplasto se
detecttd DIMBOA. En vacuolas, mitocondrias y cloroplastos no se
registrd presencia de este compuesto. La Figura 11 muestra un
an&lisis por HFLC del DIMBOA en protoplastos y vacuolas

pbtenido a partir de la misma preparacion. El medic de
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Figura 10. Tiempo de retencidn para DIMEOA en HPLC en  tejidos

aislados de hojas de maiz. Tanto los protoplastos del
parénquima del mesdfilo como los haces vasculares se
aislaron por digestidn enzimatica de 1la pared celular
durante I y 24 horas, respectivamente. Las fracciones
puras se extrajeron con éter, se inyectaron al HFLC Y
se eluyeron en gradiente metanol:agua 3I0-70 %
durante O minutos y luego 50-50 % por 10 minutos
registrando la absorbancia a 267 Am.
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Tabla 2.

Localizacién de DIMBOA en tejidos de hoja de maiz.
Los tejidos se obtuvieron luego de digestion de la
pared celular (MES O mM pH 5,6-5,8, CaClz 5 mM,
sorbitol 0,6 M y celulasa 1 %Z p/v) durante I horas
para aislar protoplastos vy durante 24 horas para
aislar haces vasculares. Ambos tejidos purificados se
extrajeron con éter, se inyectaron al HFLC y se
eluyeron en gradiente metanol:agua 30-70 % durante 5
minutos y luego S50-50 % por 10 minutos, leyendo
abeorbancia a 263 nm. La concentracion de DIMEOA de
la muestra se calculd comparando el area bajo la
curva con una curva estandar para este compuesto

puro.

DIMEOA

Tejido (pmoles/g FF)

protoplastos del mesofilo 22,6 * 2,00

haces vasculares 11,5

I+

0,81




Tabla 3J.

Localizacién de DIMBOA en fracciones celulares de
hojas de maiz. Las fracciones se aislaron por aj
digestién enzimética de hojas para obtencidn de
protoplastos, vacuolas vy medio digestivo y por b)
aislamiento directo de mitocondrias y de cloroplastos
a partir de hojas completas. Las distintas fracciones
se extrajeron con éter, se inyectaron al HPLC y s=se
eluyeron en gradiente metanol:agua I0:70 % durante O
minutos y luego $0-50 % por 10 minutos, leyendo
absorbancia a 263 nm. La contentracién de DIMEOA se
calculd comparando el area bajo la curva con  una
curva estandar para el compuesto puro. Protoplastos vy
vacunlas provienen del mismo experimento ¥
corresponden a 1,46 x 10¢ celulas.

DIMBDA
Fraccion (pmoles/g PF)
protoplastos® 22,6 * 2,00
vacuolas® N.D.
medio digestivo* N.D.
mitocondrias® N.D.
cloroplastos® N.D.

N.D. no detectado
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Figura 1i. Tiempo de retencidn para DIMEROA en HFLC en
preparaciones puras de protoplastos vy de vacuelas
ailsladas de hojas de maiz. Los protoplastos se
obtuvieron por digestion enzimdtica de 1a pared
celular y las vacuplas se aislaron por lisis osmética
de protoplastos. Las fracciones puras se extrajeron
con éter, swse inyectaron al HFLC y se eluyeron en
gradiente metanol:agua 30-70 % durante 5 minutos vy
HO-30 4 por 10 minuteos leyendo absorbancia a 263 nm.




digestion representa el espacio interceliular vy el espacio
periplasmico, por lo cual se considerd coms una - medida del
contenido apoplastico (Salisbury y Ross, 1983) de la hoja.
I.5. Localizacion enzimatica

El estudic de la localizacion de enzimas comprendio varias
etapas descritas a continuacion.
3.5.1, Determinacién de actividad B-glucosidésica

En todos los experimentos detallﬁdas mas adelante se
utilizaron tres sustratos: el natural, DIMBOA—glucdsido
aislado de maiz, uno sintéticeo altamente inespecifico, el
PNP-glucésido y uno natural aislado de almendra, la salicina.
%.8.1.1. Actividad B-glucosidasica usando DIMBOA-glucdaide
como sustrato

La actividad de esta enzima se midid
espectrofotométricamente como aparicidn de DIMRUOA a 263 nm de
absorbancia. Debido a que tanto el glucdsido como la aglicona
absorben a longitudes de onda similares y que s6lo pueden
diferenciarse por su solubilidad en extracto acuoso o éter,
respectivamente, se comprobd la exactitud del método
inyectando el DIMEOA obtenido en los experimentos de cinetica
‘a distintos tiempos (0 a 8 minutos) al HFLC (datos no
mostrados). Este egperimento demostréd la aparicidn progresiva
de DIMBOA respecto al blanco de DIMBOA-gluctsido y por lo
tante, la hidrélisis del glucosido.

l.La actividad varid 2n un grado importante entre
preparaciones provenientes de grupos distintos de plantas, a

pesar de que las condiciones de crecimiento se mantuvieron lo
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m4s homogéneas posible. En aguellos experimentos donde se
promedian actividades, se utilizd el valor porcentual de esta.
S.59.1.2. Actividad B-glucosidésica usando PNP-glucésido como
sustrato

En este caso la actividad se midid espectrofotométricamente
como apariciédn de paranitrofenol a 400 nm de absorbancia.
También para esta actividad se encontrd heterogeneidad de las
lecturas entre extractos, de tal manera gque se aplica la
explicacidn anterior.

La utilizacion del ensayo de enzimas acopladas Merck o
Sigma para valorar la glucosa liberada por la hidrolisis de
las B-glucosidasas, tuvo resultados positivos en la evaluacion
de la actividad de la PNP-B-glucosidasas, pero el € calculado
para la glucosa fue de 1.464 frente al valor de € de 18.448
obtenido para el paranitrofenol, por lo cual se prefirid este
wltimo método. Al evaluar la liberacidén de glucosa a partir
del DIMBOA-gluctsido, se observé inhibicidn de las enzimas
acopladas a concentraciones de DIMBOA equivalentes a las
potencialmente producidas durante la cinetica.

T.5.1.35. Actividad B-glucosidadsica usando salicina como
guﬁtrato

No se detectd hidrdlisis de la salicina a partir de
extractos frescos segun el método de Somogyi (1%9495) que
cuantifica la glucosa 1liberada. Debido a la ausencia de
actividad contra salicina, se descartd el uso de este sustrato
en los experimentos subsiguientes de tal manera que la

exposicitn de resultados y posterior discusion se referira
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sdlo a DIMBOA—glucdsido y a PNFP—glucdsido.
S:.0.2, Localizacién enzimética en fracciones obtenidas por
centrifugacieén diferencial

En este experimento se analizd la presencia de actividad
enzimdtica para ambos sustratos en las distintas fracciones
subcelulares obtenidas por centrifugacidn diferencial. Al
mismo tiempo, se agregd un analisis por HPLC para detectar
DIMEBOA en cada una de estas fracciones. Los resultados se
muestran en la Tabla 4 donde se expresan como porcentaje
debido a 1la fluctuacién de valores entre repeticiones. Los
datos presentados corresponden al ensayo realizado con
amprtiguador acetato de sodio pH 35,0, debido a que el
comportamiento de las fracciones fue similar al wutilizar
amortiguador Tris-MES pH 7,2. Puede apreciarse que ambas
enzimas presentan distribucidn similar de actividad con més
del 20 % en 1é fraccion citosdlica y con un minimo ligado a
membranas. Por otra parte, sélo se detectd DIMBODA en la
fraccion soluble.
%.5.3. Localizaciodn enzimética & niveles tisular y celular

La Tabhla 5 muestra 1la actividad B-glucosiddasica en
paréngquima del meséfilo y en el cilindro vascular siendo en
este dltimo tejido muy inferior a la detectada en
protoplastos. Como la hidrdlisis del FNF-glucosido vy del
DIMBOA—-glucdsido ocurrid en ambos tejidos, se propuso ubicar
la actividad & nivel celular.

La localizacidn de la actividad B—-glucosidasica en

fracciones celulares aisladas de maiz aparece en la
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Tabla

4. Actividad de A—-glucosidasas en fracciones
subcelulares de maiz obtenidas por centrifugacion
diferencial. El tejido se homogeneizéd en amortiguador
de eutraccion {acetato de sodio 50 mM pH 5,0) y se
sometid a centrifugacién. Cada pella (P) se lavd 3
veces en el mismo amortiguador y luego se incubd con
Triton X-100 0,1 %, repeleteando a la velocidad y
tiempo correspondientes. En cada fraccidn se
determind la actividad f-glucosidasa usando DIMBDA-
glucdsido (DIMEROA—glc) y PNF-glucosido (PNF-glc) como
sustratos. Al mismo tiempo, las fracciones se
extrajeron con éter y se inyectaron al HFLC para
cuantificar DIMEDOA segin una curva estandar. La

concentracion de proteinas se determind segun
Bradford.
Actividad % DIMBOA Froteina

Fraccidn PNFP—glc DIMEBOA-glc {pmoles/g PF) (mg)
P 1.085 % g 1,5 % 0,04 2,0 £ 0,05 N.D. 0,027
P 12.300 ® g 0,59 * 0,03 1,5 £ 0,04 N.D. 0,015
P 120.000 x g 1,0 % 0,10 1,8 £ 0,30 N.D. 0,010
sobrenadante
120,000 v g 97,0 * 4,00 94,7 & 0,33 30 16,770

N.D. no detectado
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Tabla &.

Localizacidn de B—glucosidasas en tejido de hojas de
maiz. Los tejidos se obtuvisron por digestion
enzimdtica de la pared celular (MES S mM pH 35,6-5,8,
CaCl, 5 mM, sorbitel 0,6 M y celulasa 1 % p/v)
durante 3 horas para aislar protoplastos y por 24
horas para separar haces vasculares. Los tejidos
purificados se ensayaron para B-—glucosidasas usando
DIMBOA-glucdsido (DIMBOA-glc) vy PNP-glucdsido (PNF-
glc) como sustratos. La concentracidn de proteinas se
determind por el método de Bradford.

Actividad (U/mg) proteina
Tejido PNP—glc DIMEBDA-glc {mg/ml)
protoplastos
del mesofilo bb6,0 129,0 0,358

haces vasculares 6,8 15,9 0,010




Tabla &. Se aprecia que en el caso del PNP-glucdsido, del 100
% de actividad determinada en el protoplasto solo un 62 71 se
recupera en la vacuola. El1 38 % restante se supone en el
espacio extravacuolar como cloroplasto donde tambien se
detectd cierta actividad. Por otra parte, la totalidad de la
actividad DIMBOA~B—glucosidésica presente en el protoplasto se
localiré dentro de la vacuola, sin detectarse en cloroplastos
ni en mitocondrias.

En relacitdn a lo gque representaria al apoplasto, es decir,
el medio de digestién de la pared celular, puede apreciarse
que este svlo tiene actividad PNP-B-glucosidésica. La
actividad del medio de digestidn, que contiene una celulasa
capaz de hidrolizar también el PNF-glucosido {Boller y Kende,
1979}, se restd del valor final obtenido del madio mas el
tejido (Tabla 7), por lo que resultd claro que habia
actividad independiente del medio digestivo y propia del maiz
contra este sustrato. Fara descartar 1la contaminacion
provocada por ruptura de protoplastos, se realizd un andlisis
microscépico y se midid la actividad de una enzima propia del
citoplasma, la glucosa-é6-F-deshidrogenasa. Se determind bajo
porcentaje de contaminacidn, de modo gue la actividad
encontrada corresponderia a un; PNF-B~glucosidasa presente en
el apoplasto.

I.85.4, Caracterizacién de fi~glucosidasas

Debido al desconocimiento existente en relacidn a las f@g-

glucosidasas contra DIMEDA~glucdsido, se realizd una

caracterizacidn preliminar de estas enzimas utilizando
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Tabla

b,

Localizacidn de f—glucosidasas en fracciones
subcelulares de hojas de maiz. Las fracciones
celulares se aislaron por a) digestidn enzimatica de
hojas para obtencitn de protoplastos y de vacuolas y
b) aislamiento directo de mitocondrias ¥ de
cloroplastos a partir de hojas completas. Cada una de
las fracciones se ensayd para actividad B-glucosidasa
usando DIMBDA-glucdsido (DIMROA-glc) y FNP-glucosido
(FNFP~glc) como sustratos. LLa concentracion de
proteinas =se midié por el método de Bradford. Los
protoplastos y las vacuolas provienen del mismo
experimento y corresponden a 1,46 x 10% células.

Actividad (U totales) proteina
Fraccion FNF—gle % DIMBOA-glc % {mg/ml)
protoplastos= 66 100 1279 100 0,358
vacuolas* 41 62 140 109 0,088
mitocondrias® N.D. N.D.
cloroplastos® o+ N.D.

N.D. no detectado
+ detectable pero no cuantificable




Tabla 7.

fictividad B-glucosidasa en el medio de digestion
enzimadtica utilizado para hojas de maiz. El medio de
digestion (MES 5 mM pH 5,6-5,8, CaCl= 5 mM, sorbitol
0,6 M y celulasa 1 %Z p/v) se ensayo para actividad
enzimatica wusando DIMBOA-glucosido (DIMBOA-glc) vy
PNP~glucédsido (PNFP-glc) como sustratos, antes vy
después de agregar el tejido para la incubacion. La
concentracién de proteinas se midié segun Bradford.
La actividad y concentracidn de proteinas propias del
apoplasto se obtuve restando 21 valor inicial (antes
de 1la digestién) al valor final (después de la
digestion).

Actividad (U/ml) proteinas
Fraccion PNF—glc DIMEOA—glc {mg/ml)
medio digestivo
sin tejido - 556 N.D. 0,228
medio digestivo
con tejido 677 N.D. 0,380
diferencia 122 C,062

N.D. no detectado




homogeneizado centrifugado a 12.100 X g durante 10 minutos.

Las Km aparentes para el DIMBOA-glucdsido y para el PNF -~
glucdsido fueron 11,9 y 2 mM, respectivamente, como se
desprende de las gréaficas de Lineweaver—-Burk de la Figura 1Z2.

La Figura 13 muestra los efectos del pH y de la temperatura
spbre las actividades de ambas enzimas. Las curvas de pH
mostraron un rango estrecho de actividad maxima con un optimo
para la hidrolisis de los dos sustratos empleados igual a 35,0,
encontrandose gque la DIMBOA-B-glucosidasa fue mas sensible a
los pH extremos ya que no tuvo actividad a pH 3 y 8 (Figura
iZa). Las temperaturas t¢ptimas, en cambio, variaran segun el
gluctdsido utilizado en ensayos de hasta 8 minutos: para
DIMBDA-gluctsido fue de 3I0°C y para PNF--glucdsido fue de 50°C
{Figura 13b).

El protocolo de purificacion desarrollado se muestra en la
Tabla B. Se aprecia gque si bien el contenido de proteinas
totales disminuyd con aumento concomitante de la actividad,
tanto el grado 'de purificacidn como la recuperabilidad se
consideraron bajos comparados con otros protocolos para B-
glucosidasas.

En relacitn a las etapas usadas, resulto claro que la
adicion de sulfato de amonio inhibid las actividades que se
ensayaron sin dializar la muestra. Es necesario mencionar que
en las fracciones de precipitacion con esta sal
correspondientes a 20-40 % y 40-60 % de saturacion, se

encontréd alrededor del 90 % de la actividad DIMEROA—E~

glucosidasa. For otra parte, el perfil de elucidn
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Figura 13, Curvas de actividad de B-glucosidasas en funcion de

a pH vy Db} temperatura  usande DIMEOA—glucdsido
( @) y FNF-glucoside { 2 ) como sustratos. En ambos
casos la actividad @f--gluwosidasa =g ensayo  en
homogeneizado en amortiguador de extraccion (acetato
de sodio 50 mM pH 5,0) centrifugado a 12.100 x q
durante 10 minutos.
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Tabla

8., Purificacidén de B-glucosidasas. El tejido se

homogeneizdéd en amortiguador de extraccion (acetato de
sodio 50 mM pH 5,0), se precipitd con sulfato de
amonio entre 20 y 60 % de saturacion y se filtro por
una columna Sephadex 6G-100 equilibrada y eluida con
el mismo amortiguador. Luego, la fraccion activa se
ilevd a una columna DEAE-Sephadex A-253 equilibrada
con amortiguador de extraccion y se eluyd en
gradiente con la misma solucion 0-500 mM de NaCl. En
cada etapa de purificacidn se determind actividad -
glucosidasa usando DIMBOA—glucosido (D-g) y PNF-
glucdside (FP-g) como sustratos. La concentracion de
proteinas se midid segun Bradford.

Froteina Actividad Purificacidn Recuperacion

{mg) (U/mg) (4

Etapa F-g D—-g F~g D-g F-g D-g
homogeneizado 74,1 293 600 1,0 1,0 100 100
sobrenadante

12.100 x g 48,2 452 287 1,5 1,6 100 100
precipitacidn

(NH4) =504 44,1 108 178 0,4 0,3 22 i8
Sephadex G-100 15,7 690 1.614 2,4 2,7 50 57
DEAE~Sephadex G,7 1.368 3.969 4,7 6,6 4,4 6,2
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correspondiente a las dos columnas utilizadas (Figura 14)
mostré un solo pico correspondiente a la actividad para ambos
sustratos, lo cual podria llevar a sugerir que la misma enzima
o grupo de enzimas posse ambas actividades. 8in embargo, para
fundamentar esta hipdtesis la purificacidn debiera realirzarse
a homogeneidad.

No obstante las deficiencias del protocolo propuesto, éste
puede utilizarse como una base susceptible de mejoras futuras

y desde ese punto de vista, constituye y se considera un

aislamiento preliminar.
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Figura 14. Furificacidn de B-glucosidasas de maiz en a)

filtracidn en Sephadex 6100 y b) intercambio idnico
en DEAE~Bephadex A4-25. El tejido se homogeneizd en
amortiguador de extraccién (acetato de sodio SO mM pH
J.0), se centrifugd a 12.100 x g durante 10 minutos y
s precipitd con sulfato de amonio entre 20 v 60 % de
saturacidn. El precipitado se filtrd por la colummna
a) equilibrada y eluida con el mismo amortiguador v
la fraccidn activa obtenida se eluyd por b)),
equilibrada con la misma solucidén y eluida con
gradiente de NaCl 0-500 mM. En cada una de las
columnas se leyd absorbancia a 280 nm  {(e-e-4) para
estimar concentracidn de proteinas totales, a 263 nm
para determinar actividad DIMEOA-B-glucosidasa
(*8-a @) vy a 400 nm para detectar actividad FPNP-3—
glucosidasa ( e ).
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4. DISCUSION

El proposito fundamental de esta tesis fue analizar la
localizacidn del DIMRDA-glucdsido Y de las DIMBOA-f-
glucosidasas a niveles tisular y celular en hojas de maiz, con
el fin de demostrar la existencia de compartimentacion
compatible con el comportamiento de estas moléculas informado
en la literatura. Al miszmo tiempo, se pstudid el efecto de
estos compuestos sobre el transporte de electrones propio de
mitocondrias y de cloroplastos aislados de un cultivar con
alto contenido de &cidos hidroxamicos.

En primer término se discutira la accion de los acidos
hidroxamicos sobre la célula y posteriormente se analizara su
distribucidn Y la de B-glucosidasas en las diferentes
fracciones de hoja obtenidas.

4.1. Efectos del DIMBOA-glucdsido y del DIMBOA wsobre la
célula

Los resultados obtenideos en log experimentos destinados a
investigar el efecto diferencial del DIMBOA~glucosido vy del
DIMBOA sobre la funcidn de mitocondrias y de cloroplastos,
mostraron gque el DIMBOA inhibié la cadena transportadora de
electrones en ambos organelos a concentraciones inferiores a
las encontradas para este cultivar, mientras que el DIMBOA-
gluctsido no tuvo efectos sobre ese proceso a esas mismas
concentraciones.

La cadena transportadora de electrones de la mitocondria de

las células vegetales presenta algunas diferencias respecto a
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las animales. La primera es la existencia de una enzima NADH-
deshidrogenasa asociada a 1la cara externa de la membrana
interna de la mitocondria, la cual permite la entrega rapida
de los electrones del NADH citosdlico al complejo proteico
I11II. Esta enzima se caracteriza por su insensibilidad a la
rotenona, compuesto que inhibe el flujo de electrones desde el
NADH proveniente del ciclo de Krebs o el citosdlico hasta el
complejo proteice I (Moller, 19863 Douce et al., 1987). La
segunda diferencia origina la llamada respiracion insensible
al cianuro, propia de algunas especies gque presentan una via
alternativa de reduccién del oxigeno. Cuando estas plantas
tienen el citocromp ax inhibido por la accidn del cianuro, la
ubigquinona entrega los electrones directamente al oxigeno
gracias a una oxidasa presente en el espacio intermembranal
(Saliébury y Ross, 1985; Douce et &l., 1987). El resto de los
componentes de la cadena son similares en vagetales y animales
~en cuanto impermeabilidad al NADH externo, permeabilidad al
malato y otros (Douce et aI., 1987).

En una suspensién de mitocondrias vegetales o animales,
puede agregarse externamente como sustrato cualgquiera de los
dadores de electrones a los diferentes complejos proteicos de
la membrana, esto es, malato, succinato, dadores a;tificiales
o directamente NADH, cuyos electrones pasaran solo al complejo
I si @s animal o a los complejos I o 11l si es vegetal.

En los experimentos con mitocondrias de maiz se agregaron
malato o NADH como sustratos, no detectandose ningtn efecto de

parte del glucHsido y una fuerte inhibicidn del tramsporte

on
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basal provocada por DIMBOA. Lo mismo ocurrid al agregar ADF al
sistema para medir transporte acoplado o al adicionar un
desacoplante para evaluar transporte desacoplado. Al agregar
ADF a la muestra se permite 1la fosforilacion acoplada al
transporte electronico (Stryer, 1988) y el hecho gue 1 DIMBOA
lo inhibiera en la misma proporcidén que al transporte basal,
significa que el efecto ocurrid sobre la cadena transportadora
vy no sobre el mecanismo fosforilante, es decir, no hubo
inhibicien de la ATFasa ligada a la membrana mitocondrial.
For otra parte, se sabe que un desacoplante disipa el
gradiente de protones necesario para la fosforilacidn del ADF
(Hinckle y Mc Carty, 1978), por lo tanto, que la inhibicidn se
mantuviera practicamente sin modificaciones en presencia de un
desacoplante demuestra, en forma categdrica, el efecto nocivo
de este compuesto sobre la cadena transportadora de
electrones. CGue 21 DIMBOA inhibiera la cadena transportadora
ne descarta la posibilidad de su accidn sobre la ATFasa en
concentraciones iguales o superiores. Esto peodria dilucidarse
aislando la enzima y ensayando actividad en presencia de
DIMBOA.

Se tratd de localizar el sitio de accidn de DIMBDA en 1a
cadena transportadora en forma préliminar. Para ello se midid
transporte basal en presencia de NADH 1 mM, malato 5C mM o
succinato 10 mM. Se encontrd gue éf.cnnsumo de oxigeno fue
similar en los tres casons, sin embargo, al agregar DIMBOA a
cada ungo de los sistemas, el consumo se inhibid en forma

importante solo cuando habia malato o NADH en el medio, sin
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alterarse en presencia del succinato (datos no mostrados).
Este resultado sugiere que uno de los sitios probables de
inhibicitn se encuentra previo a la ubiquinona, que es el
primer aceptor de electrones de la succinato deshidrogenasa vy

de la NADH deshidrogenasa externa. Las proteinas inhibidas

podrian ser las NADH deshidrogenasa internas o la externa y
probablemente el complejo ferrosulfurado. Para probar esta
hipdtesis, deberian aislarse las f{res deshidrogenasas vy

analizar su cinética en presencia de DIMEBDOA y del glucosido.

Algunos datos publicados previamente coinciden con lo
encontrade en maiz. Niemeyer et &l. (1986) midieron el consumo
de oxigeno en particulas submitocondriales de corazon de
hovino en presencia de DIMBOA aislado de extractos de maiz.
lLos autores informaron dismipucidn del consumo a
concentraciones superiores a 9 mM de DIMBOA, atribuyendo este
efecto a inhibicidn de la cadena transportadora. Al mismo
tiempw, segun los sustratos agregados (NADH, succinato y
ascorbata), sugirieron gque el sitio de inhibicidn e
encontraria después de la succinato deshidrogenasa y previo al
citoctromo c.

l.La diferencia respecto al sitio putativo de la inhibicidn
encontrada por Niemeyer et al. (1986) respecto al maiz, puede
deberse a variaciones estructurales y metabdlicas propias del
origen de las mitocondrias empleadas en los ensayos, que
permitan mayor o menor exposicion de aquellos residuos o
grupos proteicos de alta reactividad con DIMBOA. Sin embargo,

para aclarar el efecto de este compuesto deberian usarse
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inhibidores sitio—especificos o aislar los complejos para
analizar su actividad con diferentes concentraciones de
DIMBOA. -

Por otra parte, Schonbaum et al. (1971) analizaron el efecto
de Acidos hidroxdmicos no ciclicos sobre el consumo de oxigeno
de mitocondrias de Phaseclus aureus y Symplocarpus foetidus.
Estos autores no detectaron ningun efecto de estos compuestos
sobre el consumo. Este comportamiento puede ser resultado de
la diferencia en estructura quimica de los Acidos en
cuestion, aunque Neilands (1967) sefala que el grupo
fundamentalmente reactivo es el hidroxamico.

En 1los experimentos realizados con cloroplastos de maiz se
utilizd el aceptor artificial de electrones, el DCFIP. EIl
DIMEOA-gluctsido no inhibit el transporte de electrones desde
el agua hasta el DCPIP, pero el DIMBOA produjo una disminucidn
clara de la tasa de fotorreduccidn de este compuesto. Este
resultado demuestra que DIMBOA inhibe la reaccion de Hill, atn
cuando no se localizd el sitio probable de inhibicion.

Datos previos obtenidos en cloroplastos clase II de espinaca
mostraron resultados diferentes a los determinados para maiz.
Se encontrd que tanto el DIMBOA-glucdsido como o1 DIMBOA
inhibieresn los transportes basal y aceoplado, pero al utilizar
un desacoplante, la inhibicién previa se liberd por completo.
Este comportamiento demuestra gque 1la accion de los Acidos
hidroxamicos ocurritd sobre la ATFasa ligada y no sobre la
cadena transportadora (Queirolo et al., 1981l 1983).

La falta de concordancia entre los efectos observados sobre
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cloroplastos de espinaca o maiz, radica en la toxicidad del
gluctsido vy en el proceso inhibido. Debe considerarse gue la
espinaca es una especie C3 y que no sintetiza este compuesto
en sus células. La diferencia estructural basica entre
plantas C2 y C4 se refiere a la concentracidn de membrana
tilacoide en sus cloroplastos, a 1la vez gque en plantas CZ
ocurre etapa oscura en este organelo mientras que en plantas
C4 la Ffase oscura estd restringida a los cloroplastos de la
vaina del haz {Lawlor, 1987). Esto puede significar alguna
diferencia en la disposicidn de los complejos proteicos dentro
del tilacoide o bien, que el cloroplasto de maiz posea alguna
capacidad gue le confiera resistencia a un compuesto que

alcanza tan altas concentraciones en sus celulas. Esto dltimo
deberia investigarse utilizando cultivares de maiz gque no
sinteticen &cidos hidroxamicos. Tampoco en este caso puede
descartarse algun efecto del DIMEBOA sobre la ATFasa, pero éomo
va se menciond, seria necesario ensayar la cinetica de la
enzima pura.

Se ha sugerido que el DIMBOA se asocia a los grupos
sulfhidrilos de los residuos cisteinas de las anzimas
afectadas, lo gue provocaria 1la inhibicidn de su actividad
(Niemeyer et al., 1982; Férez y Niemeyer, 1983). 8on varios
los complejos enzimdaticos presentes tanito en mitocondrias como
en cloroplastos gque se sabe poseen grupos sulfhidrilas
(Lawlor, 1987;: Sitryer, 1988), de manera gue existe més de un

sitio de inhibicién probable para esta molécula. La ausencia

de efecto del DIMBOA—glucdsido no ha sidep investigada, pero es
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probable que 1la glucosa inhiba la reactividad del grupo
hidroxdmico.

Respecto a la inhibicién de enzimas por accidn del DIMBOA
encontrada en este trabajo, se menciond que agquellas del
ensayo acoplado para glucosa {(Merck vy Sigma) fueron
fuertemente inhibidas cuando se agregd DIMBOA entre 20 y 40
mM. En ensayos preliminares de inhibicidn de B-glucosidasas
por DIMBOA, se encontra un 20 % inhibicion de PNP-3-
glucosidasas con 5 mM de DIMEDA en el medio de actividad, un
80 % de inhibicidn con 10 mM y ausencia de actividad con 40 mM
de este compuesto. For otra parte, la actividad de las DIMBOA-
B~glucosidasas no parecid verse afectada por la presencia de
DIMEDA en el medio de ensayo, no obstante, se detecto un
retardo en la actividad gue aumentd seglin se incrementaba la
concentracison de DIMBOA. Aungque estos resultados son de tipo
preliminar, parece interesante gue DIMBOA inhiba la accidn de
otras B-glucosidasas sin afectar la actividad de su propia B-
glucosidasa, lo cual podria tener alguna significacidén =n el
metabolismo de esta molécula en el tejido intacto.

4,2, Distribuciéen del DIMBOA-glucdsido y de R-glucosidasas

En la ipntroduccien se sefald gue el DIMBOA se encuentra en
forma glucosidica en el tejido intacto (Virtanen vy Hietala;
19603 Hofman y Hofmanova, 1967), el cual al romperse liberaria
la aglicona y glucosa gracias a la actividad hidrolitica de
las B-glucosidasas presentes en el tejido (Hofman y Hofmanova,.
1974). Esta informacidn sugiers la necesidad de

compartimentacitn con el fin de proteger al glucdsido v a la
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célula, especialmente si se considera el efecto inhibitorio
demostrado por DIMEOA sobre las reacciones redox de
mitocondrias y cloroplastos a concentraciones muy por debajo
de las potencialmente alcanzables por el cultivar utilizado.

Los resultados obtenidoz mostraron gue tanto el glucssido
como las B-glucosidasas se encuentran en todos los tejidos
analizados. Np obstante, se demostrd que si bien ambos
componentes coexisten dentro de una misma célula, DIMBOA-
gluctsido se presenta en el protoplasma extravacuolar mientras
que las DIMBOA-B-glucosidasas sge encuentran dentro de la
vacuola. Estos datos prueban que en maiz existe
compartimentacién subcelular al menos para esta etapa de la
via metabdlica de los acidos hidroxamicos, demostrandose 1la
hipdtesis de compartimentacidén propuesta.
4.2.1. Localizacidén del DIMBOA-glucdsido

Se demostro presencia de DIMEBOA—-glucdsido tanto en
parénquima como en el tejido vascular, medido como
intercorversiédn del glucdsido a DIMBOA. Estos resultados
coinciden con lo informado para trigo y maiz donde se encontro
DIMBOA en el cilindro vascular y en el parénquima, mientras
que no logrd detectarse en la epidermis (Argandofia y Corcuera,
19853 Argandofia et al., 1987; Corcuera ét al., 1987). Al
analizar fluideo xilemadtico proveniente de gutacidn de plantas
de maiz y de trigo, sin embargo, no se detectd DIMBOA de
acuerdo al! método del FeCls (Argandofia y Corcuera, 1985), de
lo que podria deducirse que todo el DIMBOA encontrado

corresponde al tejido floematico. Esta deduccidn seria
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consistente con lo informado por Zdriga (comunicacidn
personal), quién determind reduccion de la tasa de
alimentacidn de dos especies de Afidos que se nutren
fundamentalmente del floema en condiciones normales, cuando se
experimentd con cultivares de maiz de alto contenido de acidos
hidroxd&micos. Se sabe que el DIMBOA produce toxicidad o
repelencia a plagas de Afidos segun sea la concentracion de
este compuesto en la hoja (Argandofia et al., 1983).

En hojas de sorgo, Kojima et a&al. (1979) informaron
compartimentacion tisular del glucdsido cianogénico dhurrina
que se presentd en su totalidad en la capa epidérmica de la
hoja, mientras que no pudo detectarse en el meséfilo. En otros
estudios en cambio, el glucdsido se ha encontrado en todas las
fracciones de la hoja (Oba et &1., 1981).

Los resultados mostraron compartimentacion celular del
DIMBOA—-glucdsido, el que se detectd en la fraccidn
extravacuolar de las células del parénquima. For lo general,
es la vacuola el compartimiento gque almacena 1los glucdsidos
secundarios (Marty et al., 1980; Boller y Wiemken, 1986)
aungue en referencias respecto al tema se mencionan glucdsidos
intracelulares mas que asociados a una fraccion especifica
(Oba et &l., 1981; Frehner y Conn, 1987; Selmar et al., 1987).
Sin embargo, en todos los casos mencionados la B-glucosidasa
es extravacuolar razén por 1la cual puede considerarse
irrelevante su localizacidn exacta, audn cuando se desconoce
el efecto que estos glucdsidos pudieran tener en el

metabolismo celular.
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La literatura seRala que el DIMBOA se encuentra como
glucdsido en el tejido intacto, generandose DIMEDA
exclusivamente después de la hidrélisis enzimatica (Hofman y
Hofmanova, 1971). Aunque se desconoce la via biosintetica
directa que genera DIMBOA, Niemeyer {(1989) ha propuesto que
éste se originaria a partir de un precursor tambieén
glucosidico, obviando el paso de DIMEOA libre. Se ha descrito
la presencia mayoritaria de las agliconas DIBOA y DIMBOA en
tejido indiferenciado de callos (Zufiga et al., 198%) y de
Apices meristematicos de trigo (ZdRiga y Massardo, 1%8%a),
mientras que en pléntulas o tejido diferenciado aparecen
fundamentalmente glucdsidos de estops mismos compuestos (Zufiga
y Massardo, 198%9a; 198%9b). Esto demuestra la existencia de
DIMEBOA libre en tejidos indiferenciados en gran concentracion
relativa y en tejidos diferenciados en menor proporcion. For
otra parte, Bailey y Larson {(128%) han descrito una
glucosiltransferasa aislada de maiz gue tiene la capacidad de
glucosilar DIMEDA. Todos estos resultados sugieren gue
DIMBOA se presenta libre en tejido intacto, hecho que podria
tener significacidn en la génesis del glucdsido por lo que
deberian ser considerados en el establecimiento de una via
biDsintétic; en 21 futuro.

4.2.2. Localizacidn de B-glucosidasas

Los resultados mostraron que las DIMBOA-B—glucosidasas estan
presentes en todos los tejidos analizados, que son enzimas
solubles y que se encuentran .précticamente en s=u totalidad

dentro de la vacuola.
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4.2.2.1. Caracterizacion

En relaciétn a la caracterizacion preliminar de las B-
glucosidasas de maiz, ambas tienen un éptimo de actividad en
2l rango bajo de pH, 1o mismo gque las B-glucosidasas
informadas para esta misma planta (Reddy et &l., 1973) y para
muchas otras especies (Meyworth y Walker, 19623 HOsel y Barz,
1975; Marcinowski Yy Grisebach, 19783 Kalinowska y
Wojciechowski, 19783 Cooke et al., 1978; Hisel et al., 19783
Hemscheidt y Zenk, 19803 Himmel et al., 1986; Shoseyov et al.,
1988). La temperatura éptima de actividad fue de 30°C para la
DIMEBOA-B-glucosidasa y de D0°C para la PNF-B-glucosidasa,
valores que aparentemente dependen de la especie y de la edad
de la planta al momento del andlisis, ya que en general estas
enzimas tienen maximos entre 40 y 60°C para sustratos
naturales y sintéticos (Marcinowski vy Grisebach, 1978;
Yoshioka y Hayashida, 1980; Himmel et al., 19843 Shoseyov et
al., 1988)}).

Como se explicd previamente se utilizaron dos sustratos: el
natural, presumiblemente especifico, Y uno sintético
reconocidamente inespecifico (Scott et al., 1977). El uso de
un sustrato sintético se considerd como una aproximacidn al
valor de la actividad B-glucosidadsica inespecifica presente en
la planta vy ademas, com un control en las experienclas de
localizacion con el sustrato natural. El PNF-glucdsido es de
amplio uso en sistemas vegetales (Hosel y Barz, 19753 Himmel
et al., 19846; Shoseyov et al., 1988) y animales (FPocsi vy Kiss,

1988) para cuantificar fi—glucosidasas que hidralizan
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glucédsidos especificos. Segun Hosel (198l1), el empleo sdlo de
sustratos inespecificos para determinar actividad B—
glucosidasa contra determinados sustratos, constituye un
ensayo erréneo que no permite dilucidar el papel exacto que
estas enzimas tienen en el metabolismo secundario de las
plantas. Debe mencionarse que debido a la ausencia de
hidrdlisis de la salicina, este sustrato no se considerara en
la discusidn posterior.

Debido a la utilizacidn de un sustrato inespecifico y uno de
elevada especificidad probable, era esperable encontrar
siempre mayor actividad para el PNF-glucdsido que para el
DIMEBOA-gluctsido puesto que se suponia titular toda o casi
toda la actividad del extracto. Los resultados indicaron que
la actividad maxima para la FNF-B-glucosidasa siempre fue
inferior a la méaxima de DIMBOA-B-glucosidasa. Esto puede
explicarse en parte como un efecto de la temperatura de ensayo
de la PNF-glucosidasa gue fue de 30°C, en circunstancias que
su dptimo era de 50°C. En la literatura revisada se encontro
gue una misma fraccidn de enzima puede mostrar actividades
relativas entre sustrato natural vy FNFP-glucdsido similares
(Hosel vy Todenhagen, 1980), superior para el sintético
(FPodstolski y Lewak, 1970) o muy inferior (Hemscheidt y Zenk,
1980). 8in embargo, a medida que aumenta la purificacidn de
las fracciones se incrementa la actividad del sustrato natural
respecto al sintético (Nahrstedt et &l1., 1979:; Hésel vy
Todenhagen, 1980), efecto que también se verificd para 1la

DIMEDA-B-glucosidasa. For otra parte, Hosel (1981) sefiala que
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la actividad contra sustratos sintéticos pusde ser baja o
apenas detectable, razén por la cual siempre conviene utilizar
los sustratos naturales.

Este comportamiento del extracto de maiz respecto a los
distintos sustratos también se vio reflejado en los valores de
Km aparente obtenidos. Segién se indicd previamente, la Ka
aparente para =1 PNP-glucdsido fue de 2 mM mientras que para
el DIMEOA-glucdside alcanzd 11,2 mM. Se han informado casos en
los que existe mayor afinidad hacia el PNF-glucdsido que hacia
el sustrato natural (Hughes vy Maher, 19733 Marcinowski vy
Grisebach, 1978; Cooke et al., 1978; Nahrstedt et al., 1279),
como también algunos con elevada afinidad por su sustrato
{tFPodstolski v Lewak, 19703 Hosel y Rarz, 1975; Hisel ot al.,
1978; Eksittikul y Chulavatnatol, 1988) y otros en qgue la
inespecificidad es total (Selmar et al., 1987). l-a
especificidad es entonces una caracteristica relativa y parece
depender de la especie m&s gque del grupo quimico al cual
pertenece el glucdsido.

La probabilidad de que la misma enzima tenga ambas
acéividades, como podria deducirse de los perfiles de elucidén
de las columnas de purificacidn, seria un aspecto interssante
de estudiar y que tiene relacion con la especificidad cmnéra
el sustrato. Se desprende de la literatura revisada gque son
numerosos los casos en los que una enzima tiene dos o mas
actividades (Heyworth vy Walker, 19623 Cooke et al., 1978;
Hésel y Todenhagen, 19803 Selmar et al. 1987), razdn por la

cual seria esperable que asi sucediera en fracciones
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purificadas de maiz. 8in embargo, es necesario mencionar gue
en un experimento preliminar de an&lisis de PNP-B-
glucosidasas se fracciond un homogeneizado de maiz con sulfato
de amonio entre O y 100 % de saturacidon, encontrandose 4 pices
de elucidn para estas enzimas en Sephadex G-100 vy demostrando
gue el pico aparecido en el ensayo mositrado en la Figura 13a y
que corresponde a una precipitacidon entre 20 y 60 4 de
saturacidn, no representa la totalidad de PNP-f-glucosidasas
existentes en maiz. Desde este dltimo punto de vista, debe
también considerarse la posibilidad de mas de una B-
glucosidasa presente en el tejido, como se ha sugerido para
una serie de especies (Podstolski y Lewak, 19703 Hemscheidt y
Zenk,1980; Kakes, 1985) o bien, formas isoenzimaticas que
hidrolizan el mismo glucdsido con distinta afinidad segun se
ha informado en numerosos casos (Hughes y Maher, 19733 Hbsel y
Rarz, 19753 Scott y Wan, 19773 Marcinowski y Grisebach, 1978;
Hosel et &1., 19783 Kalinowska y Woiciechowski, 1978). Para
definir la presencia de una B-glucosidasa inespecifica, mas de
una con actividades diferentes o isoenzimas con especificidad
diferencial para un mismo sustrato, debiera purificarse la
actividad para entonces realizar 1los andlisis de rutina
correspondientes a cada posibilidad.

Se ha tratado de explicar el amplio especiro de accidn de
las fB-glucosidasas, concluyéndose gue poseen un solo centro
activo con un sitio catalitico y uno de ligamiento de la
glucasa'(Walker y Axelrod, 1978; Focsi y Kiss, 1988) con la

posible participacidn de un grupo sulfhidrilo (Eksittikul y
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Chulavatnatol, 1988). 8Sin embargo, como la determinante del
ligamiento del glicésido es la estructura de 1la aglicona
(Focsi y Kiss, 1988), seria ésta la que delimitaria el grado
de especificidad de la enzima.
4,2,2.2. Distribucion

Lo mismo que el DIMBOA-glucdédsido, las DIMBOA-B-glucosidasas
se encontraron tantoc en el paréngquima como en el cilindro
vascular. Son escasas las referencias respecto a este grupo de
enzimas en relacion a los Acidos hidroxdmicos. Mace (1973)
localized histoguimicamente B-glucosidasas en maiz tratando de
relacionarlas con estos compuestos, sin embargo, ne utilizd el
sustrato natural sino gque el 6-bromo-Z2-naftil-B-glucdsido e
identificéd su ubicacidn mediante una reaccion colorimétrica de
la aglicona en cortes de tejido radicular. Con esta tecnica,
de escasa precisidn comparada con la inmunofluorescencia o con
el fraccionamiento tisular o celular, este autor reveld
actividad B-glucosidasa visible al microscopic optico a nivel
de vaina vascular y de citoplasma, la que podria considerarse
inespecifica debido al sustrato utilizado.. En Lotus
corniculatus se ha encontrado actividad B-glucosidasa contra
gluctsidos cianogénicos a nivel de floema y de citoplasma
parenguimatico (ref. lKakes, 1285). Frobablemente las pB-
glucosidasas dentro del cilindreo vascular encontradas =n maiz
estén en el floema, al igual que el glucdsido, generando el
DIMBDA responsable de 1la toxicidad o repelencia contra las
plagas de A&fidos observadas por Zuniga (comunicacidn

personal).
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En el anadlisis de compartimentacidn celular de pB-
glucosidasas se compard el contenido de estas enzimas en el
protoplasto con el de vacuolas aisladas. Segiin Marty et al.
(1980), al considerar el porcentaje de actividad en la vacuola
0o en el protoplasto debe considerarse 1la presencia de
inhibidores o activadores gue enmascaren la actividad real de
las fracciones. Tomando en cuenta este aspecto, en una stapa
inicial se wtilizd también otro amortiguador que contenia
estabilizadores como fi-mercaptoetancol o BESA y un inhibidor de
proteasas (FMSF 0,5 mM). Sin embargo, no se detectaron mavyores
diferencias con el amortiguador acetato pH 5,0 recomendado en
la literatura para distintos tipos vegetales y que se utilizd
para todo el desarrollo del trabajo. Es necesario mencionar
que la actividad contra FNF-glucdsido medida en este
amortiguador se mantuvo estable por mas de 72 horas a 4°C
luego de la extraccicdn, pero que la actividad contra DIMBOA-
glucdsido comenzd a reducirse alrededor de las 35 horas desde
la extraccidin, encontrandose por lo general oxidacion del
preparado a pesar de la utilizacidn de antioxidantes. Este
comportamiento obligd a trabajar siempre con preparaciones
frescas.

La primera aproximacion para analizar la vacuola como
posible compartimiento enzimdtico fue la entregada por los
experimentos de centrifugacidn diferencial. En este andlisis
se trabajd con preparaciones crudas de membrana a las cuales
se les agrego Triton X-100 ademds de otros detergentes que no

alteraron la lectura de actividad lograda con Triton (Nonidet
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P-40 y Tween-20, datos no mostrados). El objetivo de utilizar
Triton X-100 fue el de soclubilizar enzima que pudiera estar
asociada con la fraccidn membranosa.

El protocolo de centrifugacidén se baso sobre literatura
referente a gramineas y en especial para maiz. El amortiguador
de extraccion acetato mostrd resultados similares a 1os
obtenidos con amortiguador fosfato.

la pella obtenida por centrifugacidn a 1.083 x g contiene
nacleo, fragmentos grandes de pared y de membrana y almiddn
(Leohard y van der Woude, 19763 Dohrman et al., 1978). En esta
fracecitn la actividad para B-glucosidasas contra los dos
sustratos fue baja y se puede atribuir mads bien a la presencia
de restos de tejido que a una actividad propia ligada a la
pared celular. Existen sin embargo, referencias que sefialan
presencia de B-glucosidasas de alta especificidad asociadas a
paredes a partir de preparaciones crudas precipitadas a 20,000
% g de células de Cicer arietinum (Hésel et al., 1978) vy de
Ficea abies (Marcinowski y Grisebach, 1978), desde donde se
liberaron luego de un tratamiento con NaCl 0,5-0,6 M. En ambos
Ccasos las B~glucosidasas encontradas hidrolizaron
preferentemente la coniferina, un glucdsido precursor de 1la
lignina. Tanto C. arietinum como P. abies sufren lignificacion
de las células originales de vasos vy traqueidas y por lo
tanto, desde el punto de vista de la utilizacidn del glucosido
en el metabolismo, la localizacidén de las B-glucosidasas en
las paredes es consistente con su  participacion en la

lignificacidn de los tejidos.
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De acuerdo a una revisién de Pierrot y Wielink {(1977), la
aparicion de enzimas en residuos insclubles como 1la pared
celular puede ser erronea con respecto a su localizacidn in
vivo, debido a artefactos durante 1la preparacion como
ligamiente de enzimas intracelulares por adsorcion o por
enlace idnico o peor precipitacidn con otras moléculas. Estos
autores trabajaron con células completas en cultive de
tonvalvulus arvensis encontrando un numero alto de -
glucosidasas intra y extracelulares.

En plantulas de maiz de tres dias de edad, Nagahashi et al.
(1985) detectaron gue 1la actividad de PNP-B-glucpsidasas
asociadas a fracciones crudas de paredes obtenidas por
centrifugacién del homogeneizado a 1.000 x g, dependia
fuertemente del pH del medio de extraccion. Estos autores
encontraron un 3,3 ¥% de actividad a pH 6,0 y 18,7 4 a pH 7,7,
lo que dimplica presencia de enzima ligada solubilizable al
reducir el pH. Nagahashi et &1. (1983) concluyeron gue la
ausencia de actividad para esta fraccidn en maiz correspondia
a un lavado excesivo de la pella o a un amortiguador de
extraccion de pH bajo. 8Sin embargo, encontraron gue por
centrifugacién en gradiente de sacarosa esta actividad
aparecia ligada a una fraccion de densidad diferente a la de
la pared, sugiriendo finalmente que podria corresponder a 1la
red microtrabecular del citoplasma o a la membrana plasmatica.
En definitiva, podria interpretarse como una contaminacion
citoplasmatica.

En este trabajo se utilizd un amortiguador a pH 5,0, ademas
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de lavar 3 veces la pella. Considerando la hipotesis de
Nagahashi et al. (198%), en la pella 1.083 no se habria
detectado actividad por estas razones, a pesar de usar Triton.
Sin embargo, al analizar esta pella extraida con Triton en
amortiguador pH 7,2 no se observaron diferencias con el
and&lisis a pH 5,0. Es probable que esta desigualdad se deba
a la edad de las plantas a la cual se hizo el experimento, gue
en este caso fue de 10 dias luego de la emergencia. Se sabe
que la edad de las plantas y el &rgano utilizado alteran la
distribucidn de las B—-glucosidasas en centrifugacion
{Marcinowski y Grisebach, 1978).

Otras glicosidasas también se han encontrado ligadas a la
pared celular. En Oriza sativa se informd de una a—glucosidasa
fuertemente retenida y no soluble con detergentes, urea o
NaCl, concluyéndose que se trata de una enzima propia de la

pared y no del metabolismo citoplasmdtico (Yamasaki vy Konno,

i987). FEHolwell (1988) menciona una serie de glicosidasas
presentes en la pared y provenientes, probablemente de
excrecion interna, del citoplasma y que participan en el

metabolismo de la pared celular.

l.La pella obtenida por sedimentacidén a 12.100 x g corresponde
a la fraccidn cruda mitocondrial o de organelos (Leanard v
Hotchkiss, 197&; Nagahashi et a&l., 1978; Nagahashi y Hiraike,
1982; Nagahashi et al., 1985; Mandala y Taiz, 19833 Cooper y
Ho, 1987). En esta fraccidn 1a actividad tambien fue baja
coincidiendo con los datos obtenidos para compartimentacidn

celular gue mostréd que las mitocondrias no presentaron
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actividad B—-glucosidasica, mientras que en e1 cloroplasto 1la
actividad fue apenas detectable para FPNF-f-glucosidasa, como
se ha determinado también en otras especies {Nisius, 1988).

l.a pella sedimentada por centrifugacion a 120.000 x g
corresponde a uwuna preparacién cruda de membrana microsomal
gque incluye plasmalema y tonoplasto entre otras fracciones
{Nagahashi et al., 19783 Nagahashi y Hiraike, 198Z; Nagahashi
et al., 1985; Mandala y Taiz, 19853 Larson y Bussard, 1986;
Gallagher y Leonard, 19873 Cooper y Ho, 1987). En esta pella
se detectd un aumento en la actividad enzimética la que, sin
embargo, resultd no ser significativa frente al alto
porcentaje obtenido en el liquido sobrenadante. Se sabe de
hidrolasas que sedimentan con el tonoplasto durante la
centrifugacién (Guy y Kende, 1984) desde donde son liberadas
por altas concentraciones de NaCl (Kaiser et al., 1986).

En maiz, Nagahashi vy BRaker (1984) determinaron un 5 % de
actividad FNP-fi—~glucosidisica ligada a fracciones crudas de
miteocondrias v microsomal, presumiblemente asociada con
membranas subcelulares © con organelos. Al realizar wun
experimento de centrifugacién en gradiente de sacarosa se
encontréd que esta actividad no permanecid asociada a ninguna
anzima marcadora, concluyéndose que se trataba de una PNP-@-
glucosidasa scluble citosdlica adherida a membranas )
perteneciente a un compartimiento de estructura fragil.

Finalmente, en el ligquido sobrenadante de 120.000 x g se
recuperd practicamente la totalidad de 1la actividad B-

glucosidédsica. Se ha informado de B—glucosidasas solubles. Por
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ejemplo, en Melilotus alba un BY % de la fi—glucosidasa que
hidroliza el glucdsido de cumarina permanecid en el liquido
sobrenadante de 10.000 % g (Oba et al., 1981). En Heves
brasiliensis se recuperd un 97 % de la linamarasa que degrada
al glucdsido cianogénico linamarina en el liquido sobrenadante
de 30.000 % g, no alterdndose esta distribucidn por la adicion
de Triton X100 1% (Selmar et al., 1987). En maiz se encontrd
la mayor parte de la PNP-B-glucosidasa scluble considerada
citosélica {Nagahashi y Baker, 1984).

Por otra parte, el anadlisis por HPLC de cada una de las
fracciones obtenidas por centrifugacidn diferencial demostro
que el DIMBOA—glucdsido es también un compussto soluble
aparentemente no asociade a membranas, lo cual es esperable
dada su naturaleza hidrofilica. Al respecto sin embargo, seria
de interés conocer la forma en la cual este compuesio se
encuentra en el citoplasma. Experimentos preliminares
mostraron asociacion de DIMBOA a fraceiones microsomales
erudas, lo cual podria ser indicativo de su existencia dentro
de un compartimiento membranoso mas gque libre en el
citoplasma. No obstante, es necesario repetir dichos
experimentos utilizando el glucdsido.

El andlisis de compartimentacion se enfocd hacia el
aislamiento de vacuolas en primera instancia, debido a gque la
mayor parte de la enzima demostrd ser soluble y porque la
separacitn de vacuolas es menos compleja que el aislamiento de
otras fracciones.

Los resultados mostraron que la DIMBOA-P—glucosidasa estaba
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en su totalidad dentro de la vacuola, mientras que la FNP—[3—
glucosidasa se presentaba en este compartimiento stlo en un
b62%. Numerosas publicaciones mencionan que la vacuola tiene
un caracter fundamentalmente hidrolitico (Matile, 1978; Martily
et al., 1980; Boller y Wiemken, 1986} con alto porcentaje de
glicosidasas (Boller y Kende, 1977).

De acuerdo a la literatura revisada, las B—glucosidasas se
encuentran restringidas mds bien a un solo compartimiento ya
sea intra o extracelular que presentes en varias fracciones.
Segun esto, seria esperable entonces encontrar enzimas con
actividad aparentemente especifica para el glucédsido solo
dentro de 1la wvacuola. Por otra parte, se menciond 1la
posibilidad de que esta enzima tuviera actividad para los dos
sustratos utilizados, 1lo cual no invalida el encontrar PNFP-B-
glucosidasas fuera de la vacuola en un 38 Z. Esto tltimo
debido a que, como se eXxplicd, las PNP-B—glucosidasas
purificadas no corresponderian a todas las enzimas capaces de
hidrelizar este sustrato presentes en la célula. En Ricinus
communis se encontro sélo un 64 Y de actividad FNP-B~
glucosidésica en la vacuonla (Nishimura y Beevers, 1978; 1979,
suponiéndose el resto en alguna fraccidn extravacuolar. BSe
sabe de actividad B-glucosidasica en citoplasma de #Avena
(Nisius, 1988), Hippeastrum (Butcher et al., 1977) y de varias
f—glicosidasas en Phaseclus wvulgaris (Sturm et al., 1987).

Al analizar el medio de digestidn de la hojia pudo observarse
ausencia total de actividad DIMBOA-B-—glucosidasica mientras

que la hidrdlisis del PNP-glucdsido fue elevada, resultado que
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permite sugerir importante actividad PNP~f-glucosidasica que
no corresponde a ruptura de protoplastos, sino mas bien a
enzima presente en las paredes o espacios intercelulares del
maiz, es decir, en el apoplasto.

La actividad enzimatica a partir de fluidos del apoplasto se
ha informado en algunas especies. En Lupinus albus, maiz y
Cucurbita pepo se encontraron isoperoxidasas acidas liberadas
por medio neutro a partir de paredes y espacios intercelularas
donde cumplirian algun papel en el metabolismo de la pared
(Ros Rarceld et al., 1988). En fluido apopldstico de trigo
Holden vy Robringer (1985) detectaron diferentes glicosidasas,
entre ellas una PNP-B-glucosidasa gque no correspondia a
contaminacion citoplasmatica sino a una enzima extracelular.
También en Hordeum vulgare y Avena sativa se han detectado
diversas enzimas apoplasticas como peroxidasas, PNP—-B—
glucosidasas y arilesterasas (Li et al., 1989). Se mencionaron
en una discusion previa (4.2.2.2.) una serie de especies que
contenian B-glucosidasas ligadas a sus paredes celulares, 10
cual también se considera de origen apopléstico.

Se ha informado de B-glucosidasas extracelulares en aguellos
casos donde existe incompatibilidad con wn glucdsido dentro
del mismo compartimiento. En especies que contienen glucosidos
cianogénicos como Trifolium repens (Kakes, 1985), y Fhaseclus
lunatus (Frehner y Conn, 1287) y glucosidos cumarinicos como
Melilotus alba (Oba et &l., 1981), las B-glucosidasas estan
restringidas practicamente en su totalidad al espacio

apoplastico.
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En maiz también se ha detectado liberacitn de enzimas hacia
el espacio extracelular. Miernyk (1987) trabajé con cultivos
in wvitro de células de endosperma y encontrd una serie de
hidrolasas excretadas al medio, entre ellas varias
glicosidasas y una PNP-B-glucosidasa, mientras gue las enzimas
del metabolisme intermedio o de reserva no fueron liberadas.
Segun el autor, esto refleja un patron ordenado de excrecion
gue obedece a la necesidad de un compartimiento litico analogo
a la vacuola.

En este trabajo se detectd presencia de PNF-f-glucosidasas
apoplasticas, mientras gque no lograron detectarse DIMBOA-(3-
glucosidasas, pudiendo deberse esto dltimo a una dilucion
excesiva del medio de digestién examinado. Al respecto, en
Avena sativa se encontrd una concentracion mucho mayor de FPNP-
B-glucosidasas apoplasticas que en Hordeum vulgare (Li et
al., 1989), siendo ambas especies que carecen de &cidos
hidroxamicos (ref. Queirolo, 1983). &in embargo, A. sativa
presenta glucdsidos de saponinas de gran toxicidad contra
patégenos que también actdan por accion de FNF-fi—glucosidasas
{Nisius, 1988), mientras que H. vulgare contiens el alcaleoide
gramina (Zufiga, 1987) que no requiere hidrolisis para
gatillar su actividad. Segun Li et al. (198%7), 1la diferencia
en actividad B-glucosidésica interespecifica puede tener
importancia de acuerdo a la fisiologia de cada especie vy, de
acuerdo a asto, la relevancia fisioldgica de PNP-B-
glucosidasas presentes en el apoplasto requiere una revision

cuidadosa.
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4,3. Compartimentacion

La compartimentacioén tisular o celular de metabolitos
potencialmente tdxicos tiene importancia fundamental para la
estabilidad de 1las Tfunciones metabdlicas de la planta. AuUn
cuando el conocimiento de compartimentacidn de glucosidos
secundarios es esSCAas0, existen algunas referencias
interesantes de expongr.

Los casops mejor ejemplificados $=1=) refieren a la
compartimentacién de glucdsidos cianogénicos. La cianogénesis
ocurre cuando el glucdsido precursor es hidrolizade por una f$i—
glucosidasa y por una reaccién posterior de la aglicona se
produce HCN {(Conn, 1981), compuesto que inhibe la respiracion
en animales y vegetales {(Stryer, 1988). Esta transformacidn

sucede s6lo cuando se ha produrido ruptura de los tejidos, de

manera que la compartimentacion es evidente. Los estudios
realizados en Sorghum bicolor por Kojima et al. (1979)
concluyeron que el glucdsido dhurrina se encontraba

exclusivamente en la vacuola de las células epidérmicas de la
hoja, mientras que la dhurrina-f-glucosidasa se detectaba en
més de un 5% en las células del mesofilo, aparentemsnte
asociadas a cloroplastos (Thayer y Conn, 1981), sosteniendo
entonces un modelo de compartimentacidn tisuwlar. La linamarina
es otro glucdsido cianngénico presente en Phaseclius lunatus vy
Hewvea brasiliensis donde el modelo de compartimentacidn
propussto es celular, ya que en ambas especies el glucdsido es
intracelular vy la lipnamarina-B-glucosidasa es apoplastica

{Frehner y Conn, 1987; ref. Selmar et al., 1988). En este
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Gltimo caso también se ha sugerido un modelo de trasporte
apoplastico del glucdsido, gue se sabe se mueve desde los
cotiledones hacia otros puntos de la planta via xilema (Selmar
et al., 1988).

Otra de las plantas analizadas respecto a la
compartimentacidn es Melilotus albs (Oba et al., 1981). Esta
especie contiene cumaril— Yy cumarinil—-glucdsidos que al

hidrolizarse por B-glucosidasas liberan acido cumarico gue se

lactoniza a cumarina, compuasto de conocido poder
anticoagulante {Brown, 1981). Se encontrd que todos
los tejidos contenian tanto el glucosido como las B-

glucosidasas. Al comparar las actividades del homogeneizado
versus protoplastos, se encontrd entre 1-2 4 de esta en
protoplastos deduciéndose que se trataba de uwna enzima
extracelular. Se determind también que el glucdsido se
presentaba en la vacuola vy las glucosil-transferasas en el
citoplasmay de manera que propusieron la glicosilacién
citoplasmatica de los glucésidos vy su posterior transporte
hacia la vacuola, donde estarian separados de las -
glucogidasas apoplasticas.

En algunas especies del genero Avena se ha estudiado la
tompartimentacidén de glu;ésidos de saponina vy de PNP-#-
glucosidasas. Nisius (17988) encontrd en especies de Avera que
presentaban avenacdsidos con actividad B-glucosidasa
detectable con fuerte actividad para FNF-glucdsido, una
correlacidn positiva con la presencia de avenacosidos. W Este

autor demostrod compartimentacion celular dirigida hacia la
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proteccidn contra microrganismos fitotoxicos, postulando que
las B-glucosidasas se encuentran como agregados solubles en
los etioplastos, mientras que los avenacodsidos se presentan
dentro de la vacuola.

En relacién al DIMBOA-glucédsido originario del maiz, en este
trabajo se determind gque su hidrélisis genera un compuesto
altamente toxico que inhibe la fotosintesis y la respiracion,
hecho que constituye una razdn que avala la existencia de
compartimentacidn.

Seqgun los resultados encontrados se puede proponer un modelo
intracelular de compartimentacién. Como se desconoce la via y
lugar de sintesis de DIMBOA, el modelo se considera valido
s6lo para aquellas células vacuoladas propias de tejido
adulto. En estas células el DIMBOA—-glucdsido se encontraria
lpcalizado 2n el citoplasma aparentemente libre aunque no se
descarta la posibilidad de su asociacion a membranas. Es
necesario considerar que tambien en esta fraccion =12
encontrarian FNP-B—glucosidasas que segun los resultados no
hidrolizarian el glucésido. Las DIMBOA-B-glucosidasas, por
otra parte, se encontrarian en la vacunla desde donde se
liberarian al existir ruptura de la compartimentacion, va sea
provocada por dafo mecdnico o por pestes. En este momento, el
contenido vacucolar difundiria hacia el citoplasma existiendo
contacto enzima—glucodsido con liberacidn posterior de DIMBOA.
Se descénoce el efecto gue produciria DIMBOA en las células
cercanas al Area dafada, peroc dependera de su capacidad de

movimiento dentro del tejido. Desde este punto de vista, seria
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interesante medir la permeabilidad de la membrana plasmatica
al paso del DIMEDA, gue si es alta, deberia ser glucosilado en
forma inmediata.

Este trabajo demuestra la existencia de la compartimentacion
como un mecanismo que regula la distribucidn de un compuesto
potencialmente téxico, a través de la separacion de su
precursor glucosidico desde las B—glucosidasas que lo activan.
Esto hace referencia al grado de organizacion de la ceélula
vegetal superior, cuya complejidad necesita estudiarse
utilizando metodologias no destructivas que permitan simular o
interpretar su comportamiento in vivo.

4.4, Consideraciones generales

Como ya se menciond en la introduccidn, los Acidos
hidroxamicos parecen cumplir una funcidn protectora importante
en aquellas plantas que los sintetizan. En este trabajo se
analizo la acciédn y distribucidn a nivel celular del glucosido
que por hidroélisis genera DIMBOA, una molécula nociva tanto
para la peste atacante como para 1la propia planta. 8in
embargo, aun cuando no es de interés directo en esta tesis, es
necesario mencionar que al proponer una molécula como desgable
en otras especies o géneros de importancia agricola, debe
considerarse por una parte, la paridad de resultados
laboratorio—terrenc y por otra, las consecuencias indirectas
que su presencia pudiera acarrear a la planta en cuestion.

Desde este tiltimo punto de vista y aunque la mayor parte de
la literatura revisada concuerda con la hipotesis de que los

metabolitos secundarins constituyen mecanismos de defensa

Bi




utiles, algunas evidencias ponen en duda la funcidén protectora
que se les ha asignado.

Se sabe de la existencia de pestes capaces de destoxificar
gluctsidos cianogeénicos que se supone han tenido una
interaccion coevolutiva estrecha (Spencer, 1987). Este hecho
implica una defensa eficiente solo contra aguellas pestes que
ocasionalmente se alimenten de sus hojas, permitiendo el
ataque permanente de herbivoros resistentes.

Un efecto contraproducente de los metabolitos secundarios
estd ejemplificado en Hevea brasiliensis. En esta especie
Lieberei et al. (1989) estudiaron el efecto de la cianogénesis

gatillada por un patogeno sobre la resistencia de la planta.

Se encontrd gue si bien la cianogénesis impidid el avance del
hongo, también inhibi®d 1la formacién de la fitoalexina
escopoletina, activa defensa metabolica de esta especie. Debe
considerarse sin embargo, la difusion que el caompuesto en
particular tenga en el tejido.

La funcion defensiva propuesta para el DIMBOA en vegetales
requiere de revision en algunos casos particulares. Se sabe
que el DIMBOA protege a los cereales trigo y maiz contra el
ataque de &fidos, cuya importancia radica en 2l dafio mecanico
que producen y en gque portan e inoculan 21 virus del enanismo
amarillo de la cebada (Tollenar y Hepp, 19B2Z) cada vez que
inyectan el estilete en el floema para alimentarse (Montlor y

Gildow, 19B&6) . Los Afidos tienen distintos habitos de

alimentacién pero se caracterizan por "probar® el alimento

antes de ingerirlo {(Zufiga, 1987). Por otra parte, se sabe gue
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un cultivar provoca toxicidad o repelencia a los afidos si  su
contenido de Acidos hidroxamicos es medio (<1 @mM) o alto (r1
mM), respectivamente (Argandofia et &l., 1983). Antes de ser
repelido desde un cultivar con alta concentracion de
compuesto, un afido inyecta el tejido muchas mas veces
comparado con cultivares de menor contenido (Zdfiiga et al.,
i988). Se deduce entonces gue el dafio mecdnico aumenta y gue
la probabilidad de transmision del virus se eleva si el afido
inyecta el floema, cuando se trata de cultivares con alta
concentracitn de acidos hidroxdmicos. Esto, ademas del radio
de dafio producido por la liberacidn del DIMBOA al tejido que
dependerd de su tasa de difusidn en el area junteo con su
capa:iﬁad de penetracién a las células vecinas intactas. Por
1o tanto, lo que se considera como factor de resistencia a
nivel de plaga, puede constituir un factor de susceptibilidad
a nivel de productividad debido a 1la reduccidn de la
superficie fotosintética y/o a nivel viral por la transmision
acrecentada del patdgeno

De lo anterior puede deducirse gque la evaluacion de una
molécula hipotéticamente protectora debe ser cuidadosa, ya que
su funcién defensiva puede ser relativa y estar sujeta &

factores bidticos y abidticos ajenos a su reactividad quimica.
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S CONCLUBIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos en este trabaio en las

condiciones mencionadas, puede concluirse que:

-~ DIMEDA-glucdside es un compuesto inocuo para el proceso de
transporte de electrones en mitocondrias y cloroplastos de
maiz. DIMEDOA en cambio, produjo inhibicidn de las cadenas
transportadoras de electrones en ambos organelos. No se
descarta la accion de DIMBOA sobre la ATPasa a
concentraciones iguales o superiores a las uwtilizadas en
este trabajo-

- En maiz (Zea mays L.) cv. T129s existe compartimentacion
subcelular de DIMBOA-glucdsido respecto a las DIMBDA-fB-
glucosidasas. E1 glucédsido se encuentra en el Sespacio
extravacuolar mientras que las B-glucosidasas se detectan

s6lo intravacuolarmente.
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