485 Universidad del Zulia
A Vicemectorado Academico Repositorio Académico
SERBILUZ |
Kevista de Ia Facultad de Agronomia, Volumen 1, Namero I, Octubre 1968

37-58, Universidad del Zulia, Maracaibo, Venezuela

Direcciones actuales en la

investigacion de productos
naturales procedentes

de las plantas’

EOVALDO HERNANDEZ**

INTRODUCCION

Teniendo en cuenta la amplitud del tema, los topicos aqui tratados no
pretenden ser exhaustivos y reflejan, en parte, las preferencias del autor.

Para ordenar la exposicion, el trabajo se divide en los siguientes puntos:
1) Técnicas utilizadas en el estudio de productos naturales vegetales; 2) Estu-
dio de moléculas aisladas de plantas sanas; 3) Estudio de moléculas aisladas
de plantas enfermas; 4) Estudio de moléculas aisiadas de hongos, levaduras
0 bacterias. Los puntos 1, 3 y 4 seran considerados muy brevemente, mien-
tras que el punto 2 sera presentado con méis detalles y constituye la base
del trabajo.

1. TECNICAS.

Las técnicas que se emplean actualmente en la elucidacion de estructuras
de productos de origen vegetal son las mismas usadas frecuentemente en la
moderna investigaciéon en Quimica Organica, a saber: Resonancia magnética
nuclear (NMR), resonarrcia del spin electronico (ESR), dispersién optica
rotatoria (ORD), difraccion de rayos X, espectro de masas, IR y UV, croma-
tografia y, en algunos casos, microscopia electronica. En las proximas pa-
ginas se vera el uso de estas técnicas en el estudio de problemas especificos.

* (Recibido: 20-9-68)

** Ph. D. (Bioqux‘miéa). Profesor de Quimica Analitica Cuantitativa y Bioquimica en la Facultad de
Agronomia de la Universidad del Zulia.

31



2. MOLECULAS AISLADAS DE PLANTAS SANAS.
CELULOSA.

Los aspectos ﬁﬁtﬁI‘COQUImICOS de 128 molaculas de celulosa, la iongi{:ud de
sus enlaces interatomicos y el ordenamiento de las cadenas moleculares den-
tro de!l cristal han sido extensamente estudiados por analisis de difracciéon
de rayos X (1). La estructura deducida de la aplicacion de esta técnica y
de ideas ya conocidas se presenta en la Figura 1. Segiin Hermans (2), la mo-
lécuia de celulosa presenta a lo largo de ia cadena un arreglo en zigzag de
residuos sucesivos de glucosa (Fig. 1a). Esto permite un arreglio casi plano,
con los planos de los anillos de glucosa formando angulos de unos 10° con
respecto al plano horizontal. Ademas, el arreglo en zigzag coloca el grupo
hidroxilo sobre el carbono-3 tan cerca del oxigeno de la glucosa vecina que
se forman enlaces de hidrogeno. Asi se origina un anillo adicional que con-
tribuye a impedir la rotacion mutua de los residuos de glucosa contiguos.
Si las moléculas de celulosa cristalizan en un arreglo antiparalelo, las dis-
tancias de la red se pueden calcular usando diagramas de rayos X. Un dia-
grama de una celda elemental se presenta en la (Fig. 1b); la direccion de las
cadenas coincide con el eje-b, las dimensiones de la celda elemental son
8.35 A x 10.3 A x 7.9 A, y los planos de los anillos de giucosa estan orien-
tados paralelamente al piano (002). Este plano no es, sin embargo, ei que
corresponde a la superficie de los “cristales” encontrados en fibras elemen-
tales. Segun Schurz (3), las regiones cristalinas de la celulosa estan orientadas
con el plano (101) tangencial a la superficie de la celda (Fig. 1c). Esta posi-
cion esta causada por los hidroxilos que se acumulan en este plano. La adi-
cién de moléculas de celulosa durante la cristalizacidén debe proceder tam-
bién en la direccién del plano (101) ya que los hidroxilos libres se pueden
unir a las moléculas vecinas por enlaces de hidrogeno. Como una cadena
de celulosa ocupa un area de 31 A2, una fibra elemental, con una seccién de
35 A x 35 A, contiene unas 40 moiéculas (Fig. 1c). La misma estructura
reticular se ha enconirado tanto en fibras tales como celuiosa de ramio,
algodon y madera, como en las paredes celulares de Valonfa, un alga marina.

LIGNINA.

Aunque muchas propiedades, métodos de aislamiento y reacciones qui-
micas de la lignina han sido estudiadas a través de los afios, el progreso en
la elucidacion de su estructura ha sido lento. Una de las razones ha sido que
nunca se ha podido aislar lignina sin que haya sufrido algiin cambio; sin em-
bargo, en aios recientes, el uso de la técnica de molienda vibratoria seguida
de la extraccion o remocidén de los carbohidratos por digestion con enzimas
celuloliticas, ha producido ligninas con un minimo de alteracién.

La idea de que la lignina es un polimero del alcohol coniferitico, el cual
se origina a partir del glucosido coniferina, presente en la savia de las coni-
feras, fue sugerida por Klason a principios de siglo. Erdtman, en la década
del 1930, propuso que la lignina también podria ser producida por deshidro-
genacion de ciertos compuestos fendlicos. Fue Freudenberg, en 1943, quien
reunio estos dos conceptos y ha continuado trabajando segin esas iineas.
El mecanismo de deshidrogenacion se representa en la Figura 2. La partici-
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pacion del radical (d) ha sido un descubrimiento reciente. Lundquist (4) y
Nimz (5), trabajando independientemente, han encontrado compuestos sin
cadenas laterales en el carbono-3 en productos obtenidos por degradacion
suave de la lignina. Se ha postulado que, después de aparearse, los anillos
aliciclicos revierten al estado aromatico por axpulsion de su cadena lateral.

Estudiando la lignina de aserrin de abeto, la cual se considera muy pare-
cida a la protolignina, Adler (6) encontré una férmula de CoHg 5302 37
(OCHs)o ge¢ Vv un peso molecular de aproximadamente 8000. Esta cifra
corresponde a mas de 40 unidades de fenilpropano.

Freudenberg (7), mas recientemente, encontré que el alcohol coniferi-
lico podia polimerizarse oxidativamente al ser tratado con laccasa o peroxi-
dasa, produciendo una lignina sintética muy similar en sus propiedades
quimicas y Opticas a la ligadura de aserrin de abeto. E| peso molecular de
esta lignina fue el guayacilglicerol-3-coniferil éter. La repeticion de esta sub-
unidad podria originar un polimero y, desde luego, un trimero de este tipo
fue obtenido por Freudenberg y Tausend en 1963. Sin embargo, la forma-
cion de lignina se considera una policondensacion compleja donde inter-
vienen al azar muchos tipos de enlaces. Se sabe que varias ligaduras contie-
nen, ademas del anillo de guayacilo tal como se encuentra en el alcohol
coniferilico (I), los correspondientes grupos di-metoxilado (especialmente
en maderas duras) y no-metoxilado (especialmente en plantas anuales).
Estos grupos son presumiblemente introducidos por co-polimerizacion en
forma de los correspondientes alcoholes p-hidroxicinamilicos II y III (Fi-
gura 3). En la Figura 4 se ilustran algunos de los tipos de enlace C-C y C-O
encontrados en la lignina. Puede decirse que la estructura de la lignina esta
comenzando a ser elucidada. En el aspecto bioquimico se estd haciendo
énfasis en el estudio de los mecanismos de control de las reacciones enzi-
maticas del proceso de lignificacion.

TERPENOIDES
Cucurbitacinas

Catorce principios amargos cristalinos terpenoides, han sido aislados de
las Cucurbitaceae. Hasta 1961 se creyd que sus estructuras contenian un
esqueleto triterpenoide tetraciclico (8), pero reinvestigacion del problema
con NMR ha conducido a las estructuras correctas (9, 10). En la Figura 5
se presentan las estructuras de las cucurbitacinas A, B,C, D, E, Fe L.

Carotenos

Han habido recientemente mejoras sustanciales en los métodos de aisla-
miento y caracterizacion de carotenoides (11). El uso extensivo de IR y
NMR ha resuitado en el establecimiento, o confirmacién, de las estructuras
de varios carotenoides cuyas estructuras eran previamente inciertas, inco-
rrectas o desconocidas. Weedon (12) y Liaaen-Jensen y Jensen (13) han pre-
sentado los avances recientes en la quimica de los carotenoides. Pero, al igual
que con otros compuestos naturales, los estudios en este campo han estado
dirigidos ultimamente hacia la investigacion de los procesos biosintéticos.
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En este sentido, se viene acumulando evidencia que soporta la conclusion
de que las reacciones de biosintesis de carotenoides y esteroles son idénticas
en los pasos que van desde acetato hasta pirofosfato de farnesilo. La eviden-
cia también indica que los esteroles se sintetizan fuera y los carotenoides
dentro de los cloroplastos (14). Por contraste, e} escualeno (y presumible-
mente los esteroles) y los carotenos se sintetizan en el cromoplasto del fruto
del tomate (15). No se sabe si las reacciones que van de acetato a pirofosfato
de isopenteniio también tienen lugar en los cromoplastos de tomate. Tam-
poco existen estudios sobre la conversion de acetato a acido mevalonico
en algunas preparaciones de plantas. Existe evidencia de que el pirofosfato
de geranilgeraniio es el precursor de 20 carbonos de los carotenoides y de
que fitoeno es el primer compuesto de 40 carbonos. Se sabe muy poco sobre
el mecanismo quimico de formacion de fitoeno, y la informacion sobre la
conversion de fitoeno en licopeno es fragmentaria. Varias reacciones enzima-
ticas esperan demostracion. Se ha probado que la formacion de «-y f-caro-
teno tiene lugar por reacciones de ciclizacion independientes en jugar de
por isomerizacion de §-caroteno a «-caroteno. Se ha determinado el origen
del oxigeno en la formacion de las xantofilas y la conversion enzimdtica de
anteraxantina a zeaxantina. Pero han habido pocos estudios enzimdticos
sobre la inverconversion de los carotenoides oxigenados. El esclarecimiento
de las rutas biosintéticas de los carotenoides podria arrojar luz sobre cuales
son sus funciones en la célula.

La referencia 16 contiene varios capitulos dedicados a la aplicacidon de
las modernas técnicas analiticas, en particular NMR, al estudio de estruc-
turas de carotenoides de origen vegetal y un tratamiento excelente del ana-
lisis conformacional de terpenoides vegetales.

Caucho

Es interesante sefialar el estudio de la biosintesis del caucho realizado
con latex de Hevea brasiliensis, donde el sistema enzimdtico responsable
por la biosintesis es soluble. El acetato-C14 es incorporado ai caucho por
el latex de Hevea (17) asi como por los tejidos de todas las plantas cauchi-
feras estudiadas, 19 en totai (18). El dcido mevalénico (MVA) (19) y el
pirofosfato de 1sopentemlo (IpPP) también son incorporados at caucho por
el latex (20) Las enzimas necesanas para la conversion de MVA en MVA-
fosfato estan presentes en el latex de Hevea (17), asi como las necesarias
para las reacciones que van de MV A-fosfato a MVA- pirofosfato y de éste
a IpPP (21).

Plastoquinona

La plastoquinina es un derivado de la benzoquinona con una cadena
lateral isoprenoide que ha sido descubierto recientemente en ecloroplastos.
Su funcion en el proceso fotosintético no es bien conocida; parece ser que
hay varios lugares a lo largo del proceso en los cuales las quinonas son fun-
cionales (22).
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ALCALOIDES.

En la investigacion de alcaloides continfia alglin trabajo de aistamiento y
determiqacién de estructuras. Asi por ejemplo, la determinacic}n de la este-
reoquimica de los numerosos centros asimetricos de los alcaloides de varias

especies de plantas de Veratrum, Schoenocaulon y Zygadenus (alcaloides
del Veratrum) fue realizada en 1959-60 por Kupchan y sus colaboradores
(23). Recientemente, Nakano (24) ha aisiado once nuevos alcaloides de las
fracciones basicas fuertes en dos especies: Buxus micropbylla Sieb. et Zuce.
var. suffruticosa Makino y B. microphylla Sieb. et Zucc. var. suffruticosa
Makino forma mafor Makino. El mismo Nakano aislo anteriormente diez
alcaloides de las fracciones basicas débiles de la primera especie y otro alca-
loide de la fraccion basica fuerte de la segunda especie. El también elucido
ias estructuras de estos once nuevos alcaloides usando espectros IR, UV,
espectros de masas y NMR.

Pero, aunque se contintan descubriendo nuevos alcaloides en plantas,
es el estudio de su biosintesis el tema de investigacién de mas actualidad.
A diferencia de los terpenos y esteroides, que proceden de un precursor
universal sencillo y que, por consiguiente, presentan unidad en su proceso
biosintético, la biosintesis de los alcaloides presenta una mayor diversidad
inherente. En una reciente revision de la literatura (25) se discuten la mayor
parte de las reacciones que intervienen en la formacion de los alcaloides.
Se ha sugerido que los alcaloides se forman por reacciones no-enzimaticas;
sin embargo, ésto es improbable ya que la mayoria de los alcaloides son
opticamente agtivos. Podria suceder que algunos pasos en la formacién de
un alcaloide ocurrieran sin necesidad de enzimas, pero las reacciones claves
son casi ciertamente controladas por enzimas. Se conocen actualmente unos
4000 alcaloides, por lo que la tarea de aislar y caracterizar todas las enzimas
implicadas y de esclarecer las rutas biosintéticas individuales es una tarea al
presente casi imposible. Sobre la investigacion en alcoloides se vienen publi-
cando una serie de volumenes, el Gitimo de los cualies ha aparecido recien-
temente (26).

CICLITOLES.

Los inositoles (hexahidrociciohexanos) han sido bastante estudiados
ultimamente. La bioquimica de los ciclohexanos y -hexenos con menos
de seis OH no ha sido explorada y lo mismo sucede con los ciclitoles cuyos
anillos tienen un nimero de atomos de carbono distinto de seis.

Cuatro de los 9 inositoles estereocisoméricamente posibles ocurren en
plantas: mio-inositol (también ilamado meso-inositol), D-inositol [ (+)-inosi-
tol}], L-nositol {{-)dnositol] y scyllo-inositol (scyllito!). Eteres mono y
di-metilicos de mositol también se encuentran en plantas. Las formulas
estéricas y las configuraciones absolutas de los ciclitoles, a excepcion del
O-metil-muco-inositol, han venido esclareciéndose durante los Gltimos afios.
Usando técnicas cromatograficas, Plouvier (27) ha estudiado los inositoles y
sus éteres metilicos en diversas especies vegetales.
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Esteres indolacéticos de mio-inositol. Labarca, Nicholls y Bandurski (28)
han aislado dos indolacetil-mio-inositoles y dos arabindsidos de indolacetil-
mio-inositol de semillas de maiz (Zea mays). Actuaimente se trabaja en la
cgracterizacién estructural de estos compuestos y en sus actividades fisio-
logicas.

Glicosidos de ciclitoles. El Gnico glicosido de ciclitol encontrado en vege-
tales ha sido galactinol, D-1-O- «- galactopiranosii-mio-inositol. Se ha aislado
de remolacha, pero las enzimas que catalizan su biosintesis se han encon-
trado también en guisantes. Una biisqueda sistemitica de glicosidos de cieli-
tol podria ser de utilidad. Los glicosidos pueden ser intermediarios en la
biosintesis de materiales mas complejos. Su presencia en plantas podria faci-
litar la solucién de varios problemas bioquimicos en relacidon con los cicli-
toles.

Fosfolipidos de inositol. Dos tipos de fosfolipidos conteniendo mio-inosi-
tol, el fosfatidil inositol (I} y los fitoglicotipidos, han sido caracterizados en
materiales vegetales (Figura 6).

El fosfatidil inositol (I) se ha encontrado en todas las especies que se han
estudiado, tanto en tejidos somditicos como en semillas. La estructura del
fitoglicolipido aislado de maiz, soya, lino y otras semillas se presenta en la
Figura 6 (II}). El fitoglicolipido es una mezcla de compuestos que difieren
en el radical de cadena larga y en el nimero de residuos de azucar en la por-
cion de oligosacarido (29). En los componentes mas simples, el oligosaca-
rido es un “‘trisacirido” de glucosamina, acido glucordnico y mio-inositol,
unidos en este orden (II). Los miembros siguientes de la serie tienen la misma
estructura, poseyendo ademas un residuo de manosa y los miembros superio-
res se forman por adiciéon de unidades de galactosa, arabinosa y, a veces,
fucosa. La féormula (III), Figura 6, presenta lo que se sabia en 1965 sobre
como estaban unidos los azlcares adicionales.

ROTENOIDES NATURALES.

Aunque la estructura de la rotenona fue establecida en 1932, su configura-
cién no fue completamente determinada hasta 1960. Biichi et al. (30) y
Crombie y Godin (31) establecieron la estereoquimica absoluta de la rote-
nona y de algunos compuestos relacionados.

GLICOSIDOS FLAVONOIDES.

Recientemente (32) se han aislado once glicosidos filavonoides y dos anto-
cianinas de los pétalos de la fior de Okra, Hibiscus esculentus L. Sus estruc-
turas fueron asignadas en base a evidencias cromatograficas, espectrales y
degradativas.

LACTONAS DE SESQUITERPENOS.

El andlisis de las lactonas de sesquiterpenos en los géneros Ambrosia,
Parthenium, Iva y otros ha sido empleado para estudiar las relaciones evolu-
cionarias entre dichos géneros (33). '
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BILIPROTEINAS.

Las biliproteinas son cromoproteinas encontradas en muchas variedades
de algas. Estan formadas de un grupo cromdforo tetrapirrdlico, asociado a
una proteina. Actian como pigmento fotosintético secundario, contribu-
yendo a aumentar la eficiencia de la coleccion de luz. La energia absorbida
por estos pigmentos es transferida a la clorofila. En base a propiedades
espectrales se acostumbra a hacer dos grupos: ficocianinas y ficoeritrinas.

Estudio de relaciones fitogenéticas en algas

Las biliproteinas se encuentran en plantas cuyas células carecen de mem-
brana nuclear (procariotes) como las Cianoficeas, en plantas cuyas células
- poseen membrana nuciear (eucariotes) como las Rodoficeas y ain en orga-
nismos flagelados como las Criptomonadas. Las biliproteinas son un indica-
dor excelente para estudiar las relaciones fitogenéticas en algas. La técnica
immunoquimica, que es de una gran sensibilidad, es la mas adecuada para
estos fines (34).

La ficocianobilina es el cromoforo de las ficocianinas (biliproteinas azu-
les). En base a espectros de absorcion ha sido generalmente aceptado que la
ficocianina C, el pigmento azul de las Cianoficeas y de ciertas Rodoficeas,
es la misma cualquiera que sea la especie de aiga (35). Sin embargo, inves-
tigaciones recientes empleando analisis de aminoacidos, dispersion optica
rotatoria e immunoquimica, han indicado que la proteina de la ficocianina
C varia de una especie a otra. Estudios fisico-quimicos han demostrado
que la proteina de la ficocianina C es un agregado de varias subunidades
(34). La morfologia de las subunidades ha sido establecida y parece ser que
la existencia de unidades hexameéricas es particularmente til para producir
una concentracidon eficiente de la energia luminosa y su transferencia a la
clorofila.

La ficocianina C es la principal biliproteina de las Cianoficeas y, por con-
siguiente, la ficocianobilina es su principal pigmento. En los miembros mas
primitivos (Bangioficidae) de las Rodoficeas (eucariotes primitivos) la fico-
cianina C es todavia la principal biliproteina (36). La otra biliproteina es
la ficoeritrina B (cromoéforos: ficoeritrobilina y ficourobilina, éste ultimo en
pequeias cantidades) y, ocasionalmente, la ficocianina R (cromoforos:
ficoeritrobilina y ficocianobilina). En las Rodoficeas mas avanzadas, la fico-
cianina C es un componente menor, la ficoeritrina R (croméforos: ficoeri-
trobilina y posiblemente ficourobilina) es la principal biliproteina y existen,
a veces, cantidades menores de ficocianina R. La ficocianobilina es, por con-
siguiente, mds abundante en las Cianoficeas y menos abundante en ias Rodo-
ficeas superiores. Lo contrario sucede con ficoeritrobilina. La ficourobilina
esta ausente ‘en las Cianoficeas, es una bilina menor en las Bangioficeas y es
mas abundante en las Florideoficeas.

Si se acepta la tesis de que las Rodoficeas evolucionaron de las Ciano-
ficeas o de algun tronco ancestral comun, es interesante especular que tat
evolucion ha conducido a una disminucion gradual de la ficocianobilina (un -
bilitrieno) y a la aparicion de ficoeritrobilina (un bilidieno) y, posiblemente,
de ficourobilina en ias especies mas avanzadas (37).
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Fitocromo

Otra biliproteina importante que ha sido muy estudiada recientemente
es el fitocromo. Ei fitocromo es presumiblemente el fotoreceptor reversible
en la zona del rojo lejano en los procesos de fotoperiodismo y fotomorfo-

genesis en plantas. El fitoeromo fue primeramente observado con instrumen-
tos desarroliados para medir la calidad de frutas y huevos mediante la detec-
cién no-destructiva de los cambios internos de color (espectrofotometria
de material con luz densa dispersa). El trabajo fisiologico habia indicado
que el pigmento buscado deberia mostrar cambios de absorbancia fotorever-
sibles con maximos y minimos en los picos de activacion y reversion foto-
morfogénica (ésto es, en el rojo, 650 a 680 nm,, y en el rojo lejano, 710 a
740 nm). El instrumento adecuado los detectd rapidamente en varios teji-
dos. Este es el Unico ensayo que existe para fitocromo. Los tejidos con can-
tidades sustanciales de clorofila no solamente son opicos a los rayos medi-
dores, sino gue pueden fluorescer con ellos, por 10 que no pueden ensa-
yarse intactos; solamente en extractos donde se haya separado el fitocromo
de la clorofila se puede aplicar el ensayo. En general, la magnitud de ios cam-
bios reversibles de absorbancia inducidos en un determinado grosor de tejido
o extracto por la luz roja y roja lejana,es un estimado de la cantidad de
fitocromo.

Con este método de ensayo esta claro al presente que el fitocromo —ésto
es, los cambios fotoreversibles de absorcién— es una propiedad de una bili-
proteina azul-verde muy solubie en condiciones alcalinas, la cual contiene
como cromoéforo uno o mas grupos de un bilitrieno estrechamente relacio-
nado con los cromoéforos de los pigmentos de algas, tales como ficocianina
y aloficocianina (38). La preparacion proteica ha sido purificada 750 veces
y por fittracidén a través de gel y ultracentrifugacion del material obtenido
(de avena) se ha determinado un peso moiecular de 60,000 (38). Tratamien-
to de una preparacion diferente (de centeno) con dodecil-sulfato de sodio
produjo aparentemente mondmeros con un peso moiecular de 36,000 (39).
La mas reciente investigacion en fitocromos estd dirigida hacia el estudio de
su distribucion en plantas, su localizacion en tejidos y organos vegetales y,
finalmente, su localizacion en la célula (38).

COMPUESTOS AROMATICOS.

Al igual que con muchos productos de origen vegetal, la investigacion
de compuestos aromaticos durante los Gitimos afios ha estado dirigida hacia
el estudio de su biosintesis. Los aspectos enzimdticos que han recibido
mayor atencion comprenden:

1.— Se han encentrado dos enzimas consideradas responsables de la forma-
cién de derivados de icido cinamico a partir de aminoacidos: a) Feni-
lalanina desaminasa (40) y b) Tirasa (41).

2.~ En el estudic de reacciones de hidroxilacidon se ha descubierto una
polifenoloxidasa que acta sobre el icido p-cumaroilquinico para dar
acido clorogénico (42).
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3.— Se han encontrado y caracterizado enzimas que catalizan la formacién
de glicosidos fendlicos (43, 44, 45).

4.~ Se han descrito enzimas que intervienen en el proceso de transmetila-
cion durante la formacién de compuestos aromdticos metilados (46,
47).

5.~ Se ha realizado un estudio de los ésteres que abundan en tejidos vege-
tales (48). )

CITOCROMOS ¢

Recientemente se han cristalizado y caracterizado muchos tipos de cito-
cromo c aislados de algas rojas, verdes y pardas (49). Este estudio permite
seguir ta ruta de la naturaleza de! citocromo fotosintético desde el tipo ¢ de
las algas al tipo f de las plantas superiores.

Mitsui cristalizd citocromo cspe de Euglena, pero sus intentos para encon-
trar histidina en el péptido que contiene el grupo hemo de Euglena cgsp 0
Porphyra css3, fracasaron.

Los citocromos de Chlorobium cggz v Chromatium cgse se han obtenido
unidos a flavina. La posibilidad de que Chromatium cgss contenga dos gru-
pos hemo estrechamente inter-relacionados se desprende del coeficiente de
extincion relativamente bajo para su complejo con CO y de los datos de di-
croismo circular, ios cuales indican que la proximidad entre ios dos grupos
hemo es tal, que puede existir interaccidn entre sus sistemas electronicos.

FITOALEXINAS.

Las fitoalexinas vegetates son el equivalente de las immunogiobulinas
animales, con una diferencia; las fitoalexinas son compuestos de bajo peso
molecular (fito = planta; alexin = compuesto que evita un ataque). Para que
un compuesto sea considerado una fitoalexina debe: a) ser producido por
una planta o tejido vegetal viviente como resuitado de inoculacion con un
microorganismo no-patogénico; b) ser producido en concentracion io bas-
tante alta como para inhibir el crecimiento del microorganismo; ¢) no ser
detectable en plantas sin inocular.

A continuacion se presentan algunos ejemplos:

En 1950 Giumann y sus colaboradores reportaron un compuesto anti-
fungoso producido por tejidos de bulbo de orquidea al ser inoculados con
Rbizoctonia repens (50). Posteriormente, en 1957, Boller, trabajando con
Giumann y otros, aislé y purificé este compuesto al que Hlamé “orchinot”
(81). La férmula empirica encontrada por este grupo fue CygHyg Og, pero
la estructura del compuesto no ha sido determinada todavia.

Condon y Kuc, investigando tejidos radiculares de zanahoria inoculados
con Ceratocystis fimbriata, aislaron un compuesto antifungoso que ellos
identificaron como 3-metil-6-metoxi-8-hidroxi-3,4-dihidroisocumarina (52).
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Miitler, quien postuld la leoria de las [itoalexinas cuando trabajaba en
tubérculos de papa infectados con Phytophtora infestans, demostrd la pro-
duccion de un compuesto antifungoso en vainas de caraotas que habian
sido inoculadas con Sclerotinia fructicola y Pbytopbtora infestans (53).
Como él no purifico el compuesto no se conoce su formula, El trabajo de
Miiller con §. fructicola condujo directamente al aislamiento de pisatina
por Cruickshank y Perrin en vainas de guisante inoculadas con ¢l mismo
hongo (54). Enos idenlificaron la pisatina como 3-hidroxi-7-metoxi-4;b-
metilenedioxicromanocumarano.

CITOKININAS.

Las citokininas son sustancias sintélicas y nalurales que se asemejan a
ta kinetina, en que inducen la division celular en ciertos tejidos vegetales
cortados. Junio con las auxinas y giberelinas, estos compuestos parecen jugar
papeles importanies en ia regulacion de la division celular, alargamiento
celular, diferenciacion y organogénesis de plantas en desarrollo.

Bioensayos:

Los procedimientos de ensayo son de importancia basica en los intentos
para aislar citokininas naturales. Los fracasos en el trabajo de aislamiento
se alribuyen parciaimenle a los bioensayos comunmente usados, los cuales
son largos y tediosos. El tiempo requerido para los ensayos conocidos y su
sensibilidad y especificidad se exponen en 1a Tabla 1 (565). Los ensayos (a)
hasta (f), aunque rapidos, son bastante insensibles ¥ no son confiables cuan-
do se usan extractos vegetates crudos que contienen probablemente sustan-
cias que interfieren (Ver Tabla). El ensayo {(g), retardo en la senescencia de
ia hoja de cebada, es rapido, sensible v no estd afectado por la presencia de
acido indol-3-acético, adenina, acido giberélico, aziicares u otros constituyen-
tes comunes en extractos vegetales. Este ensayo parece méas adecuado que los
(a) hasta (f) para ensayos rapidos de extractos crudos. El ensayo es, sin em-
bargo, realizado en condiciones no-estériles. Puesto que los extractos crudos
promueven grandemente el erecimiento microbiano,. los resultados obteni-
dos con tales extractos pueden no ser confiables. Los ensayos (a), (b), (e) y
(f) estan también expuestos a esta misma critica. Los bioensayos (a) hasta
(g), con la posibie excepcion de (d), son, sin embargo, de gran valor para
ensayar compuestos puros o factores considerablemente purificados.

Los bioensayos de cultivo de tejidos, desde (h) hasta (k), son por el mo-
mento los métodos mas adecuados para ensayar extractos vegetales crudos.
La principat desventaja del ensayo del callo de médula de tabaco es la falta
de una relacién lineal entre la respuesta y la concentraciéon en un rango
amplio de concentraciones. El ensayo del callo de soya exhibe esta relacion
sobre un amplio rango, siendo probabiemente el mejor ensayo de cultivo
de tejidos. Un inconveniente de estos ensayos es el mantenimiento de cul-
tivos adecuados de tejido de callo para suministrar las plantulas para el
ensayo. Cuando se requieren muchos ensayos, y con urgencia, el ensayo (k),
con tejido de raiz de zanahoria, es claramente el mas conveniente. Las za-
nahorias pueden almacenarse a 4°C cuando no sea su época y de una zanaho-
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TABLA N*1

Sensibilidad y especificidad de varios bioensayos para citokininas

Duracién Minima conc. Rango de conc. Sustancias di-
del ensa-  detectable de kinetina en ferentes a ci-
Bioensayo yo de kinetina el que existe tokininas que
una relacion son activas en
lineal con la el ensayo
respuesta
dias ug/l uglt
(a) Disco de ho-
ja de rabano. 0.8 10 10-1000 adenina
{b) Disco de ho-
ja de caraotas
blangueadas. 2 200 desconocido  giberelinas, Co**
(¢) Lemna minor
{crecimiento en
ia oscuridad). 2 60 60-600 *adenosina, Co**
(d) Germinacion 2 desconocido  desconocido  giberelinas, tiurea, u-
de semillas de pero menor rea, ciertos derivados
lechuga. de 1000 de urea.
(e) Seccidon del
tallo de guisan- 1 10 10-10000  sacarosa,
tes blanqueados. benzimidazol
{f) Senestencia 2 100 100-10000  benzimidazol,
de hojas de azucares, adenina
Xanthium adenosina, (a
guanosina (a
(g) Senescencia i
de hojas de ce- 2 3 3-3000 sales inorganicas (a al-
bada. tas concentraciones)
(h) Callo de la
méduia de} tallo
de tabaco 35 1 1-15 dcido giberélico (a
(i} Médula del
tallo de tabaco 21 40 desconocido nada (b
(j) Callo de soya 21 1-4 4.10000 nada (b
(k) Tejido de raiz
de zanshoria 21 1 1-200 giberelinas (¢

{a La actividad de estas sustancias es baja comparada con la actividad de las citoki-

ninas,

(bLa actividad de las giberé!inas parece que no se ha determinado para este ensayo.

(¢ El dcido giberélico no parece estimular e! crecimiento en este ensayo, pero otras
giberelinas producen ligeros incrementos en el crecimiento.
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ria se pueden cortar unos mil explantes uniformes. Aunque el tiempo sugeri-
do para el ensayo es de 21 dias, se puede con frecuencia obtener una indica-
cion de actividad en 7 a 9 dias de cultivo.

Hace falta un bioensayo rapido y sensible que pueda aplicarse con confian-
za a extractos crudos. Varias propiedades biologicas de las citokininas po-
drian ser la base de fal ensayo. La capacidad para dirigir el transporte en
hojas despegadas (56) y para indicar el crecimiento de cultivos de Clostri-
dium thermocellumm en un medio conteniendo celulosa (57) son dos pro-
piedades que quiza merezcan investigarse.

De las citokininas, solamente la aislada de semillas de Zea mays, zeatina,
ha sido cristalizada y se le ha determinado su estructura. Es yna 6- (hidroxi-
3-metilbut-trans-2-enil)-aminopurina. La zeatina es una citokinina muy
activa y esta elevada actividad estd evidentemente asociada a la presencia
en la cadena laterai de un grupo hidroxilo alitico, el cual podria ser muy
reactivo (55). Otras dos citokininas, derivados de la zeatina, han sido aisladas
de maiz. Una es cromatografica y espectroscopicamente indistinguible de
9. g -D-ribofuranosilzeatina sintética y por degradacion da un compuesto
con las propiedades de la zeatina, mientras que la otra ha sido identificada
tentativamente como 9- § -D-ribofuranosiizeatina-b5-fosfato. Un derivado
de adenina con propiedades de citokinina, posiblemente un Ng-(aminoacit)-
adenina (55), también se ha aislado de maiz.

Se han realizado estudios cromatograficos de citokininas obtenidas de
agua de coco, manzanas, guisantes y caraotas. Algunos de estos compuestos
parecen ser derivados de nicotinamida.

La biosintesis de las citokininas no ha sido investigada y queda mucho
por hacer en cuanto a la identificacion de citokininas naturales. El meca-
nismo de accidon de las citokininas sobre el proceso de crecimiento vegetal
ha atraido poca atencion. El ataque de estos tres problemas revelara induda-
blemente nuevos conceptos en relacion con la bioguimica y biologia molecu-
far de las purinas, y aumentara el conocjmiento de la regulacion hormonal
del crecimiento vegetal. ‘

AMINOACIDOS NO-PROTEICOS.

Algunos de los aminoacidos no-proteicos son caracteristicos de ciertas
familias de plantas o de una sola especie dentro de una familia. Otros se
encuentran distribuidos al azar en unas pocas familias no relacionadas. Se
espera que los aminoacidos no-proteicos puedan servir como herramienta
para la clasificacion taxondémica de plantas. Actualmente muy pocas fami-
lias del reino vegetal han sido estudiadas sistematicamente. Poco se sabe
de la funcion de los antinodcidos no-proteicos en las plantas; algunos son
intermediarios en la sintesis y degradacion de aminoacidos proteicos; otros
se cree que sirvan para almacenar y transportar el nitrégeno en ia planta. La
similitud estructural de muchos aminoacidos no-proteicos con aminoacidos
proteicos sugiere un posible rol de los primeros en el control del metabolis-
mo de aminoacidos. Muchos de estos aminoacidos no tienen una funcién
conocida, pero pueden ser productos secundarios del metabolismo del nitro-
geno (59).
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PROTEINAS CON HIERRO NO-HEMINICO.

Mas invest@gacién es necesaria para determinar la presencia, propiedades y
papel metabolico de las proteinas con hierro no-heminico en los tejidos
vegetales que carecen de clorofila (58).

3. MOLECULAS AISLADAS DE PLANTAS ENFERMAS.
TOXINAS

La invasién de una pianta por un hongo o una bacteria inicia usualmente
una secuencia de acontecimientos que muy a menudo son caracteristicos
del patogeno invasor. Entre las posibles causas de los sintomas que se pre-
sentan esta la produccion de una toxina por el patogeno invasor. Algunos
ejemplos de estudio reciente se exponen a continuacion.

La formula estructural de licomarasmina, un pequefio péptido que pro-
duce sintomas (10#4 a 10% M) de marchitamiento en tomate y que fué
aisiado de Fusarium y Verticillium sp., fue determinada en 1963 (60).

Una segunda toxina, vasinfuscarina, ha sido reportada (61), pero se ha
hecho poco trabajo en ella. Es una proteina y, probablemente, una enzima.

La “enfermedad del millo” en sorgo (un tipo de marchitamiento) esta
causada por el hongo Periconia circinata, el cual produce una potente toxina,
que ha sido aislada y purificada (62). La toxina, que es activa a concentra-
ciones de 0.1 ug/ml, es un polipéptido y da cinco manchas con ninhidrina
después de hidrolisis acida.

4. MOLECULAS AISLADAS DE HONGOS, LEVADURAS O BACTERIAS.
NUEVOS ANTIBIOTICOS (63)

He aqui una lista de antibioticos de reciente descubrimiento:

(1) Monensina, un antibiotico acidico de elevada actividad anticoccidial.
Su quimica ha sido trabajada y la estructura propuesta (en base a analisis
de rayos X y degradaciones quimicas) muestra que se trata de una nueva
familia de antibioticos conteniendo anillos de pirano unidos.

(2) Tenemicina, un nuevo miembro dei grupo de la neomicina.

(3) Halomicina, un producto de Micromonos{mm sp., activo contra bacterias
gram-positivas.

(4) N-demetilestreptomicina, un analogo de la estreptomicina preparado por
inhibicién de la metilacidon en la fermentacion donde se produce estrep-
tomicina.

(5) LL-AB644, un nuevo antibi6tico similar a la estreptomicina.
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(6) U-12241, un antibidtico de Streptomyces bellus var. cirolerosus var.
nova, altamente citotoxico.

PRINCIPIOS VENENOSOS DE SETAS.

Los hongos del género Amanita contienen numerosas sustancias biologi-
camente aclivas. La muscarina, que excita el sistema nervioso parasimpatico.
ha sido aislada de Amanita muscaria y su estructura quimica ha sido esta-
blecida por investigadores suizos, en particular. Presumiblemente la mus-
carina no es el principio venenoso de A. muscaria. El hongo agarico Amanita
phalloides de color verde, mortal, y sus familiares de cotor blanco contienen
dos grupos de ciclopéptidos con azufre. Las estructuras de estos ciclopépti-
dos letales, “phallotoxinas” y “amatoxinas’, han sido determinadas. Entre
los aminoacidos raros que ellos contienen se encuentran la leucina e isoleu-
cina hidroxiladas en las posiciones vy y § . Las phallotoxinas actan sobre el
reticulo endoplasmico de las células del higado, mientras que el nicleo es el
bianco de la accion citopatogénica de las amatoxinas.

Un excelente articulo de T. Wieland (64) describe los distintos aspectos
quimicos y biologicos de estos compuestos.

RESUMEN

Para” concluir,” puede decirse que la investigacion actual de productos
vegetales comprende:

1. Extraccion y aislamiento de moléculas, aunque con menos énfasis que en
el pasado.

2. Aplicacién de técnicas modernas a la elucidacion de estructuras de mo-
léculas de origen vegetal.

3. Estudio de ia biosintesis de molécuias en plantas.
4. Estudio de la funcién que dichas moléculas realizan en el metabolismo
vegetal y estudio de sus efectos en animales {cuando se trata de drogas

o compuestos toxicos).

5. Aptlicacion del estudio de motéculas de plantas para fines taxondmicos
v establecimiento de relaciones evoiutivas en el reino vegetal.
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