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Resumen— Actualmente existen dos principales problemas con el uso masificado de hebicidas. La aparicion de plantas
resistentes a dichos compuestos, y la contaminacion de los compartimentos naturales. Como posible solucién a estos probleas
se plantean los fitotoéxicos naturales, destacando dentro de estos la familia de los de los &cidos benzohidroxamicos. En
particular se ha prestado especial atencion al D-DIBOA por sus propiedades alelopaticas y su comprobada biodegradabilidad
tanto en el medio acuatico como en el suelo. Se ha conseguido llevar a cabo su sintesis mediante una biotransformacién con
E. coliy se ha caracterizado enziméaticamente dicho proceso. Actualmente se esta investigando en la optimizacion del mismo.
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1. INTRODUCCION

Los fitotoxicos son aquellos compuestos, de origen
natural o antropogénico, que impiden el normal cre-
cimiento y desarrollo de uno o mds tipos de plantas
cuando estas son expuestas a una dosis determinada de
dicho compuesto, pudiendo llegar a provocar la muerte
del vegetal.
Generalmente impiden que la planta lleve a cabo alguna
funcién metabolica esencial, como puede ser la inhibicién
de Ia fotosintesis mediante la alteracién de los fotosiste-
mas. En el caso de los fitotéxicos naturales, éstos suelen
ser producidos por distintos organismos, entre los que
destacan las propias plantas que los generan como meca-
nismo de defensa.
Por tal motivo, estos compuestos se emplean como herbi-
cidas, principalmente en el &mbito de la agricultura. Des-
de finales del siglo XX, los avances en este campo han
permitido incrementar la produccién de los cultivos, des-
tacando el desarrollo de herbicidas que fueran selectivos
frente a las malas hierbas y que no afectasen al cultivo de
interés.
Este ha sido un campo de aplicacién de la biotecnologia,
que se ha centrado en la modificacién genética de orga-
nismos, dotando a las plantas cultivadas de resistencia al
fitotéxico, y en la produccién de nuevos compuestos me-
diante biotransformacién o biosintesis.

Sin embargo, la aplicacién masiva de herbicidas ha aca-
bado provocando la aparicién de biotipos de malas hier-
bas inmunes a la accién de éstos. Esto se debe al desarro-
llo del fendmeno de resistencia, por el cual a causa de una
mutacién aleatoria un individuo es capaz de sobrevivir a
la exposicién de una dosis de herbicida que serfa letal
para su especie. La resistencia puede deberse a una muta-
cién estructural en la enzima que de forma normal se ve
afectada por el herbicida. En el caso de ser heredable di-
cha mutacién, tendrd lugar una seleccién positiva en fa-
vor de aquellos individuos que la presenten y, por consi-

Alejandro Ronco Campaiia. Master en Biotecnologia Ambiental Industrial y
Alimentaria, Universidad Pablo de Olavide.

guiente, ird aumentando su nimero dentro de la pobla-
cién silvestre. Al final la abundancia de los mutantes serd
tan grande que el herbicida que se empleaba inicialmente
resultard inutil [1]. Este hecho plantea la necesidad de
desarrollar nuevos herbicidas que sean capaces de actuar
sobre las plantas resistentes, permitiendo asi controlar su
poblacién. Para ello, es conveniente que estos nuevos fi-
totéxicos sean selectivos y acttien sobre mecanismos dis-
tintos a los que afectaban los herbicidas iniciales frente a
los que se desarroll6 la resistencia.

Por otro lado, gran parte de los herbicidas que se usaban
comunmente hasta hace relativamente poco tiempo pre-
sentaban un gran impacto en el medio ambiente, a causa
de la accién inespecifica de estos compuestos sobre el res-
to de especies y compartimentos que componen el ecosis-
tema. Su presencia puede causar que los seres vivos en-
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Fig. 1. Estructura quimica del DIBOA natural.

fermen o mueran dependiendo de su toxicidad, y depen-
diendo de su persistencia puede acumularse en el suelo,
las aguas y los propios seres vivos ddndose la biomagnifi-
cacién [1]. Para evitar esto es preciso desarrollar una nue-
va generacion de pesticidas que sean degradables por la
propia autodepuracién del sistema de forma rdpida e ino-
cua. Los fitotéxicos naturales se presentan como una po-
sible solucién.

Dentro de estos destaca la familia de los dcidos benzohi-
droxdmicos. Este conjunto de quimicos presenta como
estructura principal el esqueleto (2H)-1,4-benzoxacin-
3(4H)-ona.

Dichos acidos benzohidroxdmicos se encuentran de forma



normal en la naturaleza, concretamente son producidos
por un amplio grupo de plantas, pertenecientes a las fa-
milias Scrophlariaceae, Gramineae, Ranunculaceae o Poaceae
[2], [3]. En general dichos quimicos presentan diferentes
propiedades alelopaticas.

Segtn el Primer Congreso Mundial de Alelopatia cele-
brado en Cadiz en 1996, la alelopatia consiste en cualquier
proceso en el cual estén involucrados metabolitos secun-
darios producidos por plantas, algas, bacterias u hongos,
que influyan sobre el crecimiento y desarrollo de otros
sistemas biol6gicos [4], [5].

El 4-hidroxi-(2H)-1,4-benzoxacin-3(4H)-ona, o D-
DIBOA, destaca por su accién fitotéxica, fungicida, an-
timricrobiana e insecticida [6], [7], [8], [9], por lo que exis-
te un gran interés en el desarrollo de su produccién de
forma eficiente y la aplicacién de este y sus derivados,
puesto que, ante ambos problemas anteriormente men-
cionados, el D-DIBOA se presenta como una posible solu-
cién por dos motivos. Puede servir como base para el
desarrollo de nuevos herbicidas, puesto que se considera
como la estructura mds prometedora a la hora de la bus-
queda de nuevos compuestos basados en el esqueleto de
las benzoxacinonas [10]. Un ejemplo de esto son los estu-
dios que se han realizado con algunos de sus derivados,
de entre los cuales destacan el 6-Cl-4-hidroxi-(2H)-1,4-
benzoxacin-3(4H)-ona (6-CI-D-DIBOA) y el 8-Cl-4-
hidroxi-(2H)-1,4-benzoxacin-3(4H)-ona  (8-Cl-D-DIBOA)
los cuales presentan una mayor actividad y selectividad
respectivamente, resultando ser mads fitotdxicos que los
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Fig. 2. Estructura del D-DIBOA (a), 6-CI-D-DIBOA (b) y 8-CI-D-DIBOA (c)

sintéticos.

compuestos que no presentan sustituyentes en su anillo
aromatico [11], [12].

Igualmente el D-DIBOA, pese a ser una molécula estable,
es completamente degradable en el suelo [2], [3], lo cual
supone una gran ventaja puesto que reduce o elimina
practicamente por completo el riesgo de contaminacién,
por lo que no habra biomagnificacién, y el fitotéxico tni-
camente se encontrard en el medio durante el periodo de
tiempo que es adecuado para su aplicacién. Todo esto
hace que el D-DIBOA, en particular, sea un producto de
gran interés, y que se investiguen tanto sus usos y aplica-
ciones como la mejora de su produccion.

Por estos motivos en el presente articulo se profundi-
zard en el D-DIBOA.

2. SINTESIS

Inicialmente la sintesis del D-DIBOA se llevaba a cabo
mediante una sintesis quimica en dos etapas (Fig. 3.). El

compuesto de partida es el 2-nitrofenol, al cual se le reali-
za una sustitucién nucleofilica para la activacién del gru-
po fenol y la insercién de la cadena lateral, para lo cual es
necesario el tratamiento con disolucién de hidréxido po-
tdsico en etanol, dimetilformamida (DMF) y bromoacetato
de etilo, obteniendo asi el precursor 2- (2-nitrofenoxi)
acetato de etilo.

La segunda etapa se basa en una reaccién de reducciéon
del grupo nitro aromético a hidroxilamina, mediante una
ciclacién intramolecular por adicién-eliminacién sobre el
éster de la cadena lateral empleando como catalizador
Pd/C. Se trata de una reaccién de catdlisis heterogenea
altamente exotérmica con liberacién de hidrégeno, por lo
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Fig. 3. Sintesis de acido benzohidroxamico: (A) primera etapa: sintesis
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de etil 2-(2-nitrofenoxi) acetato (2) a partir de nitrofenol (1) y (B) segunda

etapa: reduccién del grupo nitro para la obtencién de D-DIBOA (3).

que resulta ser muy peligrosa por el alto riesgo de explo-
sién [13], [14], [15].

La primera etapa ha conseguido optimizarse mediante la
variacién de las condiciones de reaccién, disminuyendo el
tiempo de reaccién a 24-28 h, y la temperatura a 55 °C; y
la sustitucién de algunos reactivos , como el uso de etanol
en lugar de metanol [16].

Sin embargo, para la mejora de la segunda etapa se plan-
te6 el uso de la biotecnologia como un modo para reducir
los riesgos implicados en dicha etapa, asi que se propuso
que podria llevarse a cabo mediante una biotransforma-
cién lo que garantizaba de partida unas condiciones de
reaccién mds suaves y, por tanto, menos peligrosas [15].

2.1. Biotransformacion

La biotransformacién se define como la modificaciéon
de un compuesto por un organismo vivo para dar un
producto diferente al ser metabolizado y procesado por
las enzimas o células de éste [15]. En el caso de los micro-
organismos, estas reacciones tienen lugar en sus condi-
ciones de cultivo, las cuales suelen encontrarse a tempera-
turas de entorno a los 37 °C, a excepcién de los extremofi-
los. El medio de cultivo no suele contener sustancias de
carécter téxico y se desarrollan a presién atmosférica. To-
do esto implica que, por lo general, son reacciones que
tienen lugar en condiciones no peligrosas y que los reque-
rimientos para llevarlas a cabo son relativamente bajos si
se compara con algunos de los reactivos necesarios en las
sintesis quimicas.



De esta forma la biotransformacién se plantea como
una posible ventaja en todos aquellos procesos donde sea
aplicable. Se estudi6 la posible biotransformacién a partir
del precursor etil 2-(2-nitrofenoxi) acetato en D-DIBOA
empleando dos cepas distintas Escherichia coli y Serratia
mascescens tanto en condiciones aerobias como anaerobias
a escala laboratorio. Se consiguié producir D-DIBOA, el
mejor resultado se obtuvo para Escherichia coli en condi-
ciones aerobias [15]. Sin embargo, los bajos rendimientos
obtenidos en estos primeros estudios condujeron a pro-
fundizar en el estudio del mecanismo de la biotransfor-
macioén.

2.1.1. Enzimas involucradas en la sintesis de D-
DIBOA mediante biotransformacién

Los microorganismos empleados para realizar la bio-
transformacién deseada se seleccionaron porque ambos
presentaban de forma natural actividad nitroreductasa,
las enzimas responsables de esta actividad tienen como
funcién catalizar la reduccién de grupos nitro hasta hi-
droxilaminas en moléculas nitroaromadticas andlogas al
precursor [15], [17].
Por este motivo, se procedi6 al estudio a nivel enzimdtico,
para determinar qué enzimas eran las implicadas en el
proceso de biotransformacién y poder asi comprender
mejor el proceso y poder obtener una cepa que produjera
mayores rendimientos empleando herramientas de inge-
nierfa genética. Se comprob6 que las enzimas implicadas
eran las nitroreductasas oxigeno-sensibles, concretamente
la nitroreductasa monomérica (NfsA), la dihidropteridina
reductasa monomérica (NfsB) y la N-etilmalamida reduc-
tasa (NemA). Para descubrir la importancia de cada una
dentro del proceso se crearon mutantes simples, dobles o
triples en los cuales se delecionaron los genes NfsA, NfsB,
NemA, NfsA/NfsB, NfsA/NemA, NfsB/NemA,
NfsA /NfsB/NemA respectivamente, y se llevé a cabo el
proceso de biotransformacién con cada una de las nuevas
cepas mutantes. De esta forma podria comprobarse el
efecto de cada una de las enzimas en la produccién de D-
DIBOA [18]. En cada experimento se estudi6 tanto el ren-
dimiento de la biotransformacién como la productividad
especifica, obteniendo como resultado que las enzimas
que realmente realizan la biotransformacién son NfsA y
NfsB. Por este motivo se realizé la clonacién de los genes
codificantes de estas enzimas en un vector de expresién
inducible y se ensay6 el proceso de biotransformacion del
precursor de D-DIBOA, alcanzdndose un rendimiento
cercano al 60% al sobreexpresar el gen NfsB (cepa Esche-
richia coli nfsB/pBAD-NfsB).

El vector elegido para la sobre expresién del gen NfsB
fue el pBAD/His A (Fig. 4.) [14]. Este es un pldsmido de
4,1 kb, que contiene un gen de resistencia a la ampicilina
y es capaz de modular diferentes niveles de expresién de
genes ya que la transcripcién de los genes estd regulada
por el promotor araBAD que se activa en presencia de
concentraciones de L-arabinosa de entre el 0,01 y 0,02%
[19]. Un plasmido es un frargmento de ADN de doble
cadena, generalmente en estado circular, que se encuentra
en el citoplasma de bacterias y levaduras, y aunque no se
encuentra integrado en los cromosomas permite a la célu-
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Fig. 4. Estructura plasmido pBAD/His A.

la expresar los genes que este contiene.

El plasmido contiene el promotor pBAD del operén
arabinosa y su gen regulador AraC [20]. La proteina AraC
actda tanto como regulador positivo como negativo [21].
En presencia de arabinosa el transcripton de pBAD se
activa, mientras que en su ausencia la transcripcién ocu-
rre a muy bajo nivel [22]. Los niveles de expresién no in-
ducidos pueden reducirse mds atin en presencia de gluco-
sa. La glucosa reduce los niveles de AMP ciclico 39 y 59,
reduciendo asi la expresién del represor catabdlico del
promotor pBAD [23]. De esta manera se regula la expre-
sion del gen clonado en el vector, NfsB en nuestro caso,
pudiendo asi inducir su sobre expresién para conseguir
un mayor rendimiento en la biotransformacién.

La enzima NfsB es dependiente de la disponibilidad de
NADH y NADPH, puesto que los utiliza como donadores
de electrones (e-). Por este motivo, una forma de mejorar
el rendimiento de la biotransformacién seria tratar de
conseguir una mayor disponibilidad de poder reductor en
el medio para conseguir aumentar la eficacia de la accién
enzimatica [15], [18].

5. CONCLUSIONES

Los fitot6xicos, ya sean naturales o antropogénicos, en
general, y el D-DIBOA en particular, parecen ser una
prometedora solucién a los problemas planteados asocia-
dos al uso de herbicidas. La sintesis mediante biotrasfor-
macién del D-DIBOA ofrece muchas ventajas sobre la
sintesis quimica tradicional, como son unas condiciones
reactivas mucho mds seguras y el uso de reactivos de me-
nor coste; integrandose de esta manera dentro de los pro-
cesos que pueden catalogarse como quimica verde. Sin
embargo este proceso todavia requiere mucha investiga-
cién para su optimizacién, como son el microorganismo,
las condiciones de cultivo, el precursor, el inductor, modi-



ficaciones genéticas y mayor disponibilidad de poder re-
ductor entre otros. Actualmente se estan llevando a cabo
investigaciones para poder conseguir la produccién de D-
DIBOA de forma eficaz mediante biotransformaciéon a
escala de laboratorio, con la perspectiva de su posterior
escalamiento a planta piloto y finalmente a la industrial si
fuera posible.

Apostar por el desarrollo de este tipo de fitotdxicos y su
empleo supondrd un gran niimero de ventajas, en refe-
rencia al medio ambiente, dado que no son contaminantes
y Gnicamente afectan a los organismos diana, y a nivel de
produccién puesto que en numerosas ocasiones se plan-
tean procesos de produccién mds econémicos y seguros
aunque necesiten un mayor desarrollo todavia.
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