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1.0. ABREVIATURAS. 

A1 [filaquinona, aceptar electrónico secundario del 

FS 11. 

Ao Cclarafila a, aceptar electt-ónico pr-imario del FS 11. 

ADP Cadenasina difasfatal. 

ATP ladenasina tri-fosfato!. 

CCL I CcampleJa cosechador de luz asociado al FS Il. 

CCL II Ccamplejo cosechador de luz a.saciado al FS lll. 

Centro Fe-S [centro activo de ferr-opr-otei nas, con 

actividad redoxl. 

CF1 [factor de acoplamiento de la ATF'asal. 

CF~ [factor hidro-fóbico de la ATPagaJ. 

Chl !clorofila!. 

C. P. [captación de pr-atonesl. 

CuS04 [sulfata de cobre]. 

Cy~ b.s C c i tocrama b.sl • 

Cyt b!5!5s> C c i tac roma b!5!5s>l • 

Cyt b.s/f [ c i tac romo b.s/fl • 

DAD C2,3,5,6-tetrametil-1,4-fenilendiaminal. 

DBAQ [2,5-dibencilamino-p-benzoquinanal. 

DBMIB C 2, 5-di br-ama-3-met i 1-6-isoprop i 1-p-benzaqui nona] . 

DCMU (3-<3,4-diclarafenill-1,1-dimetilurea)J. 

OFAQ C2,5-di-fenilamino-p-benzoquinonal. 

( +). C-)OFHMEAQ C (+), (-l-2,5-di <2--fenil-2-hidroxi-

1-metiletilamina)-p-benzoquinanal. 

DMBAQ C2,5-di(~-metilbencilamino)-p-benzoquinanal. 

DMSO Cdimetilsul-fóxidal. 

DoHFAQ C2,5-di<o-hidroxi-fenilamino>-p-benzoquinonal. 

DoMxFAQ 12,5-di(o-metoxifenilam1nal-p-bEnzaquinonal. 

DpHFAQ 12,5-di (p-hidr-oxi-feni lamina)-p-benzoquinonal. 

6pH [gradiente de protones]. 

EDTA Các. etilendiaminatetra áceticol. 

EPR 1 Resonancia Spin Electr-omagnét1cal. 

FAD Cdinucleótido de flavina y adeninal 

Fd lferrodoxinal. 

FeCCN)6
3 1 -ferricianurol. 



Feo C+eo+1t1nal. 

Fp CNADP•- +errodoxin oxidoreductasaJ. 

FS I C+otosistema unol. 

FS II C+otosistema dosl. 

H·-ATPasa CH~TP sintetasal. 

HEPES Các. N-hidroxietilpiperizina-N'-2-etanosul-fónicoJ. 

KCN [cianuro de potasiol. 

MES Các. N-2-mor+olinoetanosul+ónicoJ. 

MV Cmetil viológenoJ. 

µeq Cµequivalentesl 

NADP+ Cnicotinamida adenindinucleótidol. 

Pi C+os+ato inorgánico). 

Pc>eo [centro de reacción del FS III. 

P7oo [centro de reacción del FS IJ. 

PC Cplastocianinal. 

PMS CN-metil+enazina metosul+atol. 

PQ Cplastoquinonal. 

PQHz Cplastohidroquinonal. 

QA CPQ, aceptar electrónico primario del FS 111. 

QJi CPQ, aceptar electt-ónico primario del FS 111. 

Rxn [reacción (es>J. 

T.E. Ctrans+erencia de electrones). 

T.E.A. CT.E. acoplada a la sintesis de ATPJ. 

T.E.B. CT.E. en condiciones basales). 

T.E.D. CT.E. desacoplada de la sintesis de ATPJ. 

TMQ Ctetrametil-p-benzoquinonal. 

TMQHz Ctetrametil-p-benzohidroquinonal. 

UHDBT (alquilhidroxidioxobenzoatiazoll. 

Z [donador electrónico primario de FS 111. 
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2. o. RESUMEN. 

En la búsqueda de compuestas can actividad inhibitoria sobre 

las reacciones luminosas de la fotosíntesis in vitre, se evaluaran 

derivadas de benzaquinana 2,5-dialquilaril(a 2,5-diaril>amina 

sustituidas. Se encontró que una de las derivadas DFAQ actúa cama 

un inhibidar-desacaplante débil. En tanta que el resta de las 

derivadas actúan cama inhibidat-es de la transferencia de 

electrones, <+> y <->DFHMEAQ actúa a nivel del cyt bd/f, y DaHFAQ, 

pDpHFAQ, DaMxFAQ, DBAG y DMBAQ inhiben a nivel del FS I, esta es la 

µrimera vez que se encuentra inhibición par 

p-benzaquinana en este sitia. 

derivadas de 

La inhibición par DFHMEAG es estereaespecifica siendo mayar 

la actividad inhibitoria para el estereaisómera 

<->DFHMEAQ. 

Finalmente, se encontró que un hidroxilo localizada a das 

átomos de carbona del átomo de nitrógeno (de las sustituyentes del 

núcleo p-benzaquinana> es importante para la unión de estas 

derivadas al sitia receptor en el FS 1 y probablemente sea 

importante para el respectiva sitia en el cyt b~/f. 
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3.0. INTRODUCCION. 

En la optimización de la productividad en los campos 

agrícolas la práctica general es el monocultivo; sin embargo, el 

monocultivo es fácilmente plagado por insectos, malezas, etc., 

reduciendo su productividad, por lo que es necesario controlar 

dichas plagas <1.46). 

En particular las malezas se han controlado mediante 

diferentes métodos: biológico, mécanico y químico <24>. 

Actualmente los métodos más utilizados son el mécanico y el 

químico, sin embargo debido a lo costoso de utilizar el método 

mecánico a gran escala, el químico es preferido <14,76,70>. Se 

sabe que los compuestos químicos <conocidos como herbicidas> son 

selectivos, especificas, de toxicidad controlable y económicos 

<14). Si bien regularmente se combinan ambos métodos para un mejor 

control de las malezas (14,24>. 

De los herbicidas de mayor uso en el pais, 16 son de 

fabricación nacional y 33 son de importación. Los de fabricación 

nacional (de mayor consumo> son compuestos que en otros paises ya 

han terminado su ciclo de vida tecnológico, bien por que su uso 

esta prohibido o por no ser efectivos <46>; haciéndose necesario 

plantear el desarrollo de herbicidas de menor toxicidad y de mayor 

efectividad que los herbicidas de fabricación nacional. 

Para el desarrollo de herbicidas se debe realizar una intensa 

investigación , como la que hacen las empresas transnacionales 

productoras de herbicidas; la cual se inicia sintetizando o 

aislando de una fuente natural compuestos orgánicos, a 

continuación se sondea su posible actividad biocida mediante 

4 



pruebas biológicas in yJir::R <96, 46). A partit- de la década de los 

BO's los nuevos herbicidas se disef'ían mediante su modo de acción 

pt-edetet-minado en vías metabólicas con bases bioquímicas sólidas 

(70); los compuestos con actividad inhibitoria sobre alguna 

reacción bioqui mica particulat-, son modificados y car-acterizados 

bioquímicamente con el -Fin de potenciat- dicha actividad. 

Posteriormente se realizan pruebas en malezas y plantas agt-fcolas 

para conocer su efectividad y selectividad; los compuestos 

seleccionados en la prueba antet-ior· son sometidos a ensayos de 

toxicidad, residualidad, biodegradabilidad, etc., y -finalmente se 

hacen pruebas de campo (46,70>. 

Los sitios de acción de los herbicidas se localizan a nivel 

de cualquier enzima de una via metabólica o en una proteína que 

r·equle la actividad de la enzima (23>. Los sitios mejor· conocidos 

son: la -fotosíntesis, la -formación de microtúbulos, la biosí ntesis 

de pigmentos -fotosintéticos, la síntesis de aminoácidos aromáticos 

y lípidos. la glicólisis, la -fos-forilación oxidativa así como el 

metabolismo y sintesis de ácidos nucleicos (45,54>. La inhibición 

de la -fotosíntesis , en la -fase luminosa, es uno de los e-fectos 

primarios de mayor importancia de más del 50 l. de todas las clases 

de herbicidas comerciales. los cuales son de una gran variedad 

estructut·al (45,54). Por lo tanto compuestos que a-fecten a la 

-fotosintesis tn vitr_g, en las reacciones f'otodependientes, son 

compuestos con actividad herbicida potencial. 

La bien documentada actividad inhibitoria de p-benzoquinonas 

sobre la -fotosíntesis <sección 4.4l; además, de como en algunas 

ocasiones se ha encontrado que compuestos con y sin actividad 

bioc ida, para la cual -Fueron sintetizados ot-iginalmente 
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presentan actividades biocidas dif'erentes: el objetivo de la 

presente tesis -fue evaluat- el ef'ecto in vitro de un grupo de 

derivados de p-benzoquinonas (tabla 1) sobt-e las reacciones 

f'otodependientes de la -fotosíntesis , con vistas a encontrar entre 

ellas compuestos con actividad inhibitoria sobre dichas reacciones 

y por lo tanto herbicidas potenciales. Estas p-benzoquinonas 

originalmente -fueron sintetizadas con -fines amibicidas por el 

grupo de investigación precedido por el Dr Norberto Farf'an 

<Departamento de Guimica, CINVESTAV, IPN>. 
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.O 

·~~. 
o 

p-benzoquinona 

R= 

DFAQ 

<2,5-difenilamino-p-benzoquinona) --·)§> 
H 

DoHFAQ 

<2,5-di<o-hidroxifenilamino)-p-benzoquinona> --·~ OH H 

DBAQ 

<2,5-di<bencilamino>-p-benzoquinona> --Nr® 
H 

DMBAQ 

<2,5-di(a-metilbencilamino>-p-benzoquinona> 

CHs 

--N>-@ 
H 

CHa OH 
<-> y <+>DFHMEAQ 

( (-) y (+)-2,5-di(2-fenil-2-hidroxi-

1-metiletilamino)-p-benzoquinona> 
--:~ 

Tabla 1. Fórmula estructural de derivados de quinona: arriba. 

al centro el núcleo de p-benzoquinona; abajo, abreviación, nombre 

y representación de los grupos R para cada derivado. 
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4.0. ANTECEDENTES. 

4.1. LOS HERBICIDAS: El problema de las malezas no es 

reciente, ya se mencionaban hace 2000 af'íos; cD111puestos químicos y 

varios productos industriales <p.e. desperdicios de fundiciones> 

se aplicaban a los lados de los caminos para eliminar la 

vegetación que en ellos crecía o en futuros caminos; sin embargo, 

los herbicidas nacen en 1896 cuando se encontraron las propiedades 

herbicidas de boratos, sulfatos de amonio, zinc, fierro y otros 

metales; posteriormente se introdujeron los pri11eros químicos 

6rganicos como la 2-metil-4,6-dinitrofenol en 1932 <14>. Al"íos 

después se introdujeron análogos de hormonas vegetales, como el 

2,4-D (ác. diclorofenoxiacético>, con gran selectividad herbicida; 

y los het·bicidas residuales no selectivos; posteriormente 

herbicidas selectivos como las fenilureas y triazinas 

sustituidas, así como los no residuales tal COlllO el diquat y el 

paraquat <MV>, que pueden considerarse como el grupo de herbicidas 

más recientes, aunque estos últimos bastante tóxicos en humanos 

(14,76>. 

Muchos de los sitios de ataque de los herbicidas a nivel 

molecular son desconocidos, siendo la fotosíntesis uno de los 

sitios mejores conocidos. Los herbicidas que inhiben la 

fotosíntesis son los más estudiados por su baja toxicidad en 

mamíferos y por ser éste uno de los efectos pri•arios de más del 

50% de las clases de herbicidas comerciales. Dichos herbicidas 

pueden actuar como inhibidores de la transferencia eléctronica, 

desacoplantes, inhibidores-desacoplantes, inhibidores de la 

tr·ansducc ión de energía, o como aceptares electrónicos <45, 54). 
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De dichos modos de acción el más importante a nivel 

e xperimental es el bloqueo de la T.E. en el lado reductor del FS 

II en el sitio de Qe (figura 2) (74,60,63)~ han sido identificadas 

dos proteínas a las que se unen dichos herbicidas, una de 32 kD 

para la mayorl a. de estos herbicidas y ot1·a de ent1· e 41 a 43 kD 

para los derivados fenólicos 174). El tener una única zona de 

inhibición en la cadena redox fotosintética permite tener un 

modelo simple de estudio para el disef'ío de nuevos herbicidas. 

Actualmente se llevan a cabo estudios de estructura-actividad de 

comouestos inhibidores de la T.E. i11 yj_tro ; los datos obtenidos 

in vitro son correlacionados con la actividad herbicida in vivo; 

además en algunos casos se realizan estudios de quimica teórica 

(p.e. cálculo de parámetros electrónicos y estéricosl y de 

propiedades fisicoqulmicas <p.e. determinación de pKa, coeficiente 

de partición y potencial redox) de las nuevas estructuras, para 

correlacionarlos con su actividad biológica, todos estos estudios 

son realizados con el objeto de predecir estructuras de mayor 

potencia inhibitm·ia <B,9, 10, 11, 16,21,42,52,95). 

4..2. LA FOTOSINTESIS: En las plantas superior·es el proceso 

fotosintético es realizado en organelos celLtlares llamados 

cloroplastos. El proceso primario de conservación de energia 

<reacciones luminosas) se efectúa en las membranas lamelar·es e 

intergranales del tilacoide, donde se encuentran los pigmentos 

cosechador·es de la energi a luminosa. Las enzimas del p1·oceso 

secundario Cen el que se forman carbohidratos a partir de ca~. a 

expensas de la energía capturada en el proceso primario) se 

localizan en el medio ambiente acuoso (estr-oma .. ' de los 

9 



- - - ____ .--, 

FS I 

Figura 1. Representación de la T.E. -Fotosintética acoplada a 

la sintesis de ATP. Se muestr-a la T.E. aciclica de agua a NADP+, 

el ciclo electrogénico Q y la T.E. ciclica. 
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cloroplastos (6,12,81). 

Dado que el presente proyecto involucro únicamente el proceso 

primario de la fotosintesis, sólo se describirá brevemente dicho 

proceso. 

Las reacciones fotosintéticas dependientes de la luz se 

pueden generalizar como la trans-ferencia de equivalentes de 

r-educci6n <e- ) desde el potencial redox del agua hasta el 

potencial redox del NADP+ <o T.E.> a través de la cadena 

tr-ansportadora de electrones y la si ntesis de ATP acoplada a dicha 

T.E.; el término cadena transportadora de electrones se utiliza 

para calificar al sistema constituido por enzimas oxidoreductoras 

que catalizan la T.E., esta cadena se organiza en tres complejos 

supramoleculares: el FS II, el cyt bo/f y el FS I; todos los 

componentes proteicos de la cadena redox forman parte de la 

membrana tilacoidal del cloroplasto, los cuales se encuentran como 

polipéptidos extrínsecos e intrinsecos <tabla 2, figura 1 y 

figura 2) <3,12,19,29,81>. 

Otro complejo importante es la H•-ATPa.a4 que consta de un 

factor unido a la membrana CCF1> con la actividad catalítica y de 

un factor hidrof6bico agregado a la membrana <CFo> cuya función es 

la de unir a la CF1 a la membrana y translocar protones desde el 

lúmen hacia CF1 a través de la membrana, a favor del gradiente 

potencial electroqulmico <tabla 2 y figura 1) <3,12,19,41,81>. 

El pr-oceso de la T.E. Cfigur-a 2> se inicia con la captación 

de ener-gia luminosa (fotón 6 cuanto de luz> por el CCL 11 en el FS 

I 1, almacenándose en for-ma de energia de exitaci6n que es 

transferida de pigmento a pigmento hasta la clorofila 

especializada (probablemente un dimero de cloro-fila a) del centro 

11 



CompleJo F·. M. <V.dl Componentes asoc iados 

FS I I Núcleo 47, P i:; e o. Feo, Chl a, 
43 Z, OA. 
34 Mn + 2 

(':'). 

1 (l Cyt b559. 

32 Qe. 
CCL I I 2 8 Chl a / b. 

26 Chl a /b. 
24 Chl a/b. 

Peri-fér icos ":!"7 Ca 
+2 

(? ). Cí - . ,,.,. 
Ca 

+2 
('::-) . ~·-> 

17 
FS 1 Núcleo 70 F'700, Ao, Chl a. 

25 
20 PC. 
18 Fe-S. 
16 Fe-S. 
8 Fe-S. 

CCL I 4 polipéptidos 
de 19 a 24 Chl a/ b. 

Pet-ifét- icos 11 <Fdl Fe-S. 
33 (Fp) FAD. 

Cy t b6 / f 33 ,. 3 4 Cyt f. 
23 Cyt b6. 
20 Fe-S. 
17 

ATPo.., o. CFI 59 ( ()<) 

56 (¡'?) 

37 (y) 

18 (6) 

13 (& ) 

CFo 17 ( l) 

11 < I Ii 
9 < I l Il 

PC 10.5 Cu +2 

Tabla 2. Compos1cicn polipeptidica de los compleJos 

~unc1onales de la membrana tilaco idal. 
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de reacción P6eo el cual se exita v dona un electrón vía una 

f'eof1tina, a un aceptar primario QA <una PQ que se encuentra 

complejada con el centro Fe-S del FS 11). El P6111o+ es reducido por 

el compleJo liberador de oxígeno <en este complejo la hidrólisis 

de dos moléculas de agua genet-a un mol de Oz, y cuatro protones 

liberados a el lúmen tilacoidal, además de cuatro electrones 

tr-ansportados a la cadena redox en un mecanismo de cuatro pasos), 

los electr-ones son transferidos de uno en uno a Z <probablemente 

+ 
un residuo de tirosina <50)) que r-educe directamente al P6111o ) • OA 

t-educe a Qe (otra PQ complejada con el mismo centro Fe-S que QA) 

en un doble paso con captación de dos protones desde el estroma, 

Qe en la fot-ma reducida <PQHz) se intercambia rápidamente por una 

molécula de PQ del pool membrana! <de acuerdo con la literatura la 

PQ unida este sitio redox es denominado Qe para diferenciar sus 

propiedades v las del pool de PQ libre). El PQH2 viaja por la 

membrana al complejo cyt b6/f' reduciéndolo, en donde dos protones 

son liberados a el lúmen tilacoidal, con 1 i bet-ac i6n de la PQ 

O}:idada, (el cvt b6/f' actúa como bomba de protones al catalizar el 

ciclo electrogénico a>, un electrón viaja desde el cyt b6/f hasta 

la PC <una proteina-Cu+2 la cual acepta y dona un electrón) que a 

su vez reduce a la clorofila especializada (probablemente un 

dímero de clorofila a) del centro de reacción P7oo del FSI; El CCL 

1 absorbe un f'ot6n y lo transmite al P7oo, cuyo centro en estado 

exitado dona un electrón a Ao <mon6mero de clorofila a) éste a AI 

<una quinona) luego el electrón viajan a través de tres centros 

Fe-S hasta la Fd y finalmente la Fd reduce al NADP+ <en un doble 

pasol,en una reacción catalizada por la Fp <3,12,18,19,29,81>. 
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í\ i~,, -\ ESTROMA 

I J, 1
1 '>,,>,.,>,i .. . , 

1 1-~I, 111 _J~~:~:H 
FcS-cv'f ' PC P7l MEMBRANA 

~ TI LACOI DAL 
~- ' 

FS I LUMEN 

Cyt bó/f 

Figura 2. Esq u ema Z de la T.E. acíclic a en plantas. La 

pos ic i ó n vertical de cada acarreador electró nico corresponde a su 

potencial redox a pH 7 . Las -Flechas dobles indican -Fotoex itaci 6 n y 

las ~lechas sólidas muestr a n la v i a de la T.E. de agua a NAOP + . 

Los acan-eador-es móviles se muestr-an -Fuera de los ova los que 

indican los complejos enzimáticos en la membrana tilacoidal. 
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La seoaraci6n de cargas vectorial en los centros de reacción 

V el transporte vectorial de protones qenera el gradiente 

electroqulmico a traves de la membrana tilacoidal (en la fotólisis 

del agua y en el complejo cyt bd/+1, del oue el dpH contiene la 

energla libre principal que permite la slntesis 

H·-ATPa~a 1+iqura 1). El paso de protones por la 

de ATP pot· la 

qenet·a 

un cambio conformacional en CF1 mediante el cual se da la 

traMsducción de enerala para la síntesis de ATP 112,19,41,811. 

Una vi a al tet·nat iva pat·a los electt·ones provenientes desde 

P7oo es que los electrones de alto potencial de la Fd pueden ser 

tt·ansferidos al cvt bd/f mas que a NADP+, v regt·esar a P7oo 

(figura 11: esta T.E. ciclica solo bombea protones en el cyt b6/f, 

y el L'lpH es utilizado para la sintesis de ATP; en este proceso, 

llamado fosforilación clclica, se genet·a ATP sin concomitante 

formación de NADPH y sin liberación de oxígeno (81). 

4.3. CARACTERISTICAS DE LAS DIFERENTES CLASES DE INHIBIDORES 

DE LA FOTOS! NTESI S: 

INHIBIDORES DE LA TRANSFERENCIA DE ELECTRONES: La T. E. es 

inhibida cuando uno (o másl de los acan·eadm-es de eletrones de la 

cadena redox son removidos desde la membrana por solubilizaci6n o 

son inactivados por interacción enzima-compuesto qulmico. Estos 

inhibidores bloquean las T.E.B., T.E.A y T.E.D, e inhiben la C.P. 

y la slntesis de ATP (25,38,54,551. 

DESACOPLANTES: Estos disocian la T.E. y la sintesis de ATP, por 

disipación del estado energizado de la membt·ana tilaco1dal. Estos 

compuestos estimulan las T.E.B. y T.E.A., inhiben la síntesis de 

ATP y la C.P., sin afectat· la T.E.D. (38,49,54,55). 
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INHIBJDORES DE LA TRANSDUCCION DE ENERGIA: Estos afectan 

directamente la s l ntes1s de ATP actuando sobre CFo y/o sobre CFi; 

inhiben la T.E.A. y la slntesis de ATP, 

T.E.B., T.E.D. y la C.P.<38,49,54,55). 

sin efecto sobre las 

INHIBIDORES-DESACOPLANTES: Este término se utiliza para 

compuestos que presentan caracteristicas de inhibidores y de 

desacoplantes. Estos compuestos inhiben la T.E. 

<pH 8) y lo desacoplan a pHs ácidos (pH 6). 

a pHs alcalinos 

En algunos casos 

pr·esentan ambos e-fectos en el mismo pH (38,49,54,55). 

ACEPTORES DE ELECTRONES: Estos compuestos compiten 

componente de la cadena reda>: ti l aco ida l y son 

con algún 

reducidos. 

Estimulan la T.E. cuando se utiliza al f'erricianuro como aceptar 

de electrones ya que lo reducen, y en el caso de los compuestos 

bipir· idf licos como el MV , aceptan electrones pero se oxidan con el 

oxtgeno del medio generando radicales libres <superóxido y H2Q2)' 

estos a diferencia de los no autoxidables son muy tóxicos (54,55). 

4.4. LAS QUINONAS EN LA FOTOSINTESIS: Las quinonas naturales 

participan en todos los sistemas membranales que realizan la 

transferencia de electrones en los seres vivos <bacterias, 

mitocondrias y cloroplastos), y estan presentes en un exceso 

denominado pool de plastoauinona. La unión de las quinonas a las 

protelnas de las enzimas redox membrana les modi-fica las 

caracteristicas termodin~micas y la especificidad de reacción de 

dichas quinonas, en particular tal unión tiende a estabilizar la 

-forma semiquinona asegurando asl un proceso de transferencia 

electró nica controlado y no una simple e indiscriminada reacción 

redox entre una especie reductora y una especie oxidante <60). 
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La pérdida de el control normal de las qu1nonas membranales 

refleja cambios en el medio ambiente de las mismas, la inhibición 

de las 1-eacciones redox de las qui nonas natLn-ales, por qL1 i nonas 

sintéticas u ot1-os compuestos, ha sido utilizado para la 

elucidación de las secuencias de la cadena 

t1-ansportado1-a de elect1-ones, además, muchos de estos inhibidot-es 

juegan un papel importante en el control de plagas como herbicidas 

(60,63). 

La inhibición por compuestos exógenos de las cadenas redox en 

la porción donde participan las plastoquinonas son de especial 

interés, v en particular si presentan el núcleo 1,4-quinona 

(p-benzoquinona>, porque estas sustancias semejan las 

plastoquinonas. El sitio de acción y tipo de efecto de los 

de1-ivados de p-benzoquinona no necesa1-iamente es el 

dependiendo fuertemente de la sustitución que p1-esenten 

Muchas de las formas reducidas <quinoles) de las 

mismo, 

(63,75). 

qui nonas 

sintéticas son buenos donadores electrónicos en la cadena redo;{ 

tilacoidal, donando electrones a nivel del pool de PQ (40,93>, y a 

nivel del compleja Cyt bd/f (36,71,91). En la forma oxidada 

aceptan electrones desde el FS II <60,71,75,78,86,88,89,92,94). 

Como inhibidores de la T.E. actúan tanta en la fotoreducción 

dependiente del FS 11 a nivel de Qe (75,91), coma en la 

fatareducción dependiente del FS 1 a nivel del centra Fe-S del cyt 

bd/f (48,62,89,92), o bien ambas fotorreducciones <13,63). 

En este ti-abaja se estudió el efecto de derivados de 

p-benzoquinona sobre la fotosíntesis ~D vitrg, 

caracterizadas con anterioridad. 
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5.0. MATERIALES Y METODOS. 

5.1. AISLAMIENTO DE CLOROPLASTOS: Técnica de aislamiento de 

cloroplastos intactos (51). Se pesaban aproximadamente 30 gramos 

de hojas +t-escas de espinacas, lavadas con agua destilada, y 

seccionadas en segmentos menores de 0.5 cm, se colocaban en un 

vaso de licuadora con 100 ml de medio de aislamiento <Sorbitol 

350mM, Ac ascórbico 5mM, MES 20 mM, a pH 6.5) a 4ºc. Se 

hamoqeneizaban 5 segundos a velocidad máxima, el homogenado -Fue 

-Filtt-ado en 20 capas de gasa y centrifugado a 300g por 4 minutos a 

4°C. El precipitado <cloroplastos intactos) -Fue lavado una vez can 

50 ml de medio de aislamiento y -finalmente se resuspendia en 1-2 

ml de medio de resuspensión (Sorbitol 350 mM, EDTA 2mM, MgClz lmM, 

HEPES 50 mM, a pH 7.6). En todos los casos el paquete de 

cloroplastos -fue resuspendido cuidadosamente con un pincel de 

cerdas suaves, separando luego alicuotas de 1 ml y manteniéndolas 

en la obscuridad por 1 hora a 4~C antes de utilizarlos en los 

ensayos, de esta manera se obtenlan con buena actividad. 

Se utilizó como material biológico cloroplastos de espinaca 

por la gran -facilidad de aislamiento de cloroplastos desde 

espinacas y a que la mayoría de los estudios de inhibidores de la 

-Fotos!. ntesis i_o. ~i.ll..Q se han real izado en estos cloroplastos. 

5.2. CUAHTIFICACION DE CLOROFILA: La cloro-Fila se cuantificó 

por el método de A1-non (4). Se adicionó 0.02 ml de suspensión de 

cloroplastos en 2 ml de acetona al 80% (en agua v/v), en un tubo 

de ensaye oue 9ra tapado y agitado vigorosamente, manteniéndolo en 
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obscuridad oor 5 minutos para pe1-miti1- la V 

solubilización de la clorofila asi como para evitar su degradación 

por la luz: a continuación se centri~uqo a 2W)0 rpm por 5 minutos 

en una centrifuga clinica para sedimentar las proteinas y otros 

residuos de los cloroplastos. Por ultimo se determinó la absorción 

del sobrenadante a 663 nm y a 645 nm, el contenido de clorofila en 

las muestras de cloroplastos se calculó utilizando la siguiente 

1-e1aci6n: 

C= [ (20.291 IAbs 1 + 18.051 (Abs ) J 100. 
64!5 669 

Donde C= µg de chl / ml: 

20.29 y 8.05 son constantes der-ivadas de los 

coeficientes de extinción de la clorofila: 

y 100= factor de dilución. 

5.3. TRATAMIENTO DE CLOROPLASTOS CON KCN: El tratamiento con 

kCN inhibe la T.E. de agua a MV, y su sitio de acción es a nivel 

de la PC, de la que quelata el cu• 2 esencial pa1-a SL\ actividad 

redox (por- ser cofactor· de esta enzima), sin afecta1- los demás 

componentes de la cadena 1-edo?: de los tilacoides <37,68.67). 

Método: Una alicuota de clor·oplastos equivalente a 300 µg de 

clor·ofila se adicionó a 1 ml de medio de tratamiento con KCN 

<Sacarosa 100 mM, MgCl2 lmM, trtcina 90 mM, l<CN 30 mM y 

Fe<CNl6k150 µM a pH 8) y se mantuvo en la obscut-idad a 4°C poi· 30 

minutos. El control para el tratamiento anterior fue similar 

excepto que el medio contenia KOH 30mM en vez del t<CN (68). 
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5. 4. EVALUACION !n yi1;t:Q DE LAS ACTIVIDADES FOTOSINTETICAS: 

Debido a que el medio utilizado para evaluar dichas actividades es 

h1ootón1co, la membra.na e;.;tet-na de los cloroolastos intactos es 

lisada, solubilizandose el NADP+ v la f'en-odox1na de las membranas 

t1laco1dales; por lo cual es necesario adicionar al medio ambos 

elementos naturales de la cadena en concentraciones grandes o bien 

un aceptar de electrones arti-ficial en sustitución (85). En las 

ensayos de la slntesis de ATP, la C.P., las T.E.B., T. E. A., y 

T.E.D., se utilizo MV como aceptar de electrones arti-ficial. 

5.4.1. CAPTACION DE PROTONES CC.P): El método se basa en el 

cambio de pH del medio en una dilución de membranas tilacoidales, 

inducido por la T.E. en presencia de luz y que es proportional al 

gradiente electr-oquimico gener-a.do por las sitios o bombas de C.P. 

en -función de tiempo (58). 

Método: Se adicionó un volumen de suspensión de cloroplastos 

equivalente a 20 µg de cloro-fila por ml <el volumen -final usado 

par-a cada ensayo -fue de 3ml > de medio para la C. P. <Sorbitol 100 

mM, MgClz 1 mM, ~::el 100 mM, Tt-icina 1 mM y MV 50 µM, ajustado a pH 

8 en el momento del ensayo con soluciones diluidas de HCl o KOH>. 

Las muestras se iluminaban con un proyector de transparencias, 

incidiendo el haz luminoso a través de una lente de Izawa <CuS04 

al 2% en HzOI para eliminar el calor y f'1ltrar la luz (nota: el 

lente se utilizó en todos los ensayos t-eal izados en este trabajo), 

con agitación continua a 4°C. Simultaneamente se registraron los 

cambios de pH del medio en -función del tiempo con un potenci6mett-o 

de escala e>:oandida conectado a un gra-ficador. Después de 1 minuto 

se apagó la -fuente luminosa y se adicionó 10 µl de HCl 0.01N para 
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titular el cambio de pH observado. La velocidad de C.P.se calculo 

empleando la siguiente relación: 

V= A h/c. 

Donde V= Velocidad en µmoles H+/ Cmg chl) Chr>: 

A= µmoles H. usados en la titulación I altura del trazo en cm: 

h= pendiente de la curva obtenida durante la iluminación de 

los cloroplastos en cm I hr: y 

c= Concentración de cloro-fila empleada en mg. 

5.4.2. FOTOFOSFORILACION CSintesis de ATP): Se realizó por el 

método potenciométt·ico C20, 59). Se ha calculado a pat·t ir de las 

constantes de disociación que a pH 8 se consume un mol H+ por mol 

ATP sintetizado en presencia de Mg+ 2 según la siguiente reación: 

[Mg-ADPJ + P0-2 + H+ ---> CMg-ATPJ-2 (59, 41 >. 

" 
De manera que a pH 8, el ApH inducido en una muestra de 

cloroplastos al ser iluminada. es directamente proporcional a la 

sintesis de ATP, durante los pt·imeros 30 segundos de iluminación. 

Método: El procedimiento es similar al descrito para la C.P., 

excepto por el medio de reacción que contenia ADP 1 mM y 

3 mM <para la -formación del complejo Fx-ADP-Pt desde Fx-ADP, una 

elevada concentración de Pt es necesat·io debido a que los sitios 

de unión para el ADP y el Pt estan parcialmente sobrelapados por 

el ATP sintetizado> <41> y que el tiempo de t·eacción -fue 30 

segundos. Para calcular la velocidad de la s1ntesis de ATP se 

empleo la misma relación utilizada para la C.P.; las unidades de 

actividad estan dadas en µmoles ATP I Cmg chll \hr). 
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5.4.3. EVALUACION DE LA TRANSFERENCIA DE ELECTRONES CT.E.): 

En todos los casos se evaluó por oximetria utilizando un oximetro 

tipo Clark (33), determinando los cambios de Oz presentes al 

iluminar la muestt-a de cloroplastos. 

Evaluación de la T.E. en presencia de MV como aceptor de 

electrones: El MV acepta electt-ones a nivel de los centros Fe-S 

<FA/Fe) del FSI (30,85>, el MV tiene un potencial redox muy bajo 

<-0.34 a -0.65 V> siendo extremadamente oxidable con el oxigeno 

del medio, catalizando por esto la reacción de Mehler: 

cloroplastos 

HzO + 2 MV+z ---------------> 2 MV+ + t/z Oz + 2 H+ <Rxn de Hi 11 > 

luz 

2 Mv• + 2 Oz ---------------> 2 Mv•2 
+ 2 Oz <Rxn de Mehler> 

20z- + 2 H+ ---------------> HzOz + Oz 

HzO + t/z Oz ---------------> HzOz 

de manera que la reacción general involucra un consumo neto de 

oxigeno en el medio de reacción <33). 

Evaluación de la T.E. en presencia de terricianuro colllO aceptor 

de electrones: El ferricianuro acepta electrones en el mismo sitio 

que el MV , pero no se oxida can el oxigeno del medio, catalizando 

únicamente la reacción de Hill: 

clo1-oplastos 

Hzü + FeCCN>6
9

- ----------------

luz 

-· Fe<CNl6 + 1/2 Dz <Rxn de Hill> 

Así en la reacción hay liberación neta de oxigeno. El ferricianuro 
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es capaz termodinamicamente. ademas, de aceptar electrones a nivel 

del FS 11, dado su potencial (+0.42 V>, sin embat-qo su 

elevada hidrosolubilidad se lo impide (30. 31. 39. 85)" en este 

estudio se utilizó como aceptor final acopla.do a un aceptot- del FS 

I l. 

5.4.3.1. T.E. ACICLICA DE AGUA A MV: 

A) TRANFERENCI A DE ELECTRONES BASAL C T. E. B. ) : Este ensayo se 

realizó en ausencia de ADP y P~ ex6genos. La T.E.B. es muy lenta, 

dado que al no estar- pr-esentes los sustratos pat-a la síntesis de 

ATP no se consume el ÁpH, y por lo tanto la T.E. esta limitada 

(84). 

Método: Una allcuota de cloroplastos equivalente a 20 µg 

de clorofila pot- ml <el volumen final usado para cada ensayo fue 

de 3 ml > de medio pat-a T. E. (Sorbi tol 100 mM, MgClz mM, KCl 100 

mM, Tricina 10 mM y MV 50 µM, a pH 8>. El electt-odo del oxímetro 

se introdujo en la muestra, y se mantuvo en obscuridad por 30 

segundos, con agitación continua y a 4°C. La T .E. se iniciaba 

iluminando la suspensión de cloroplastos, registrando 

simultáneamente el cambio en la concentación de oxígeno en el 

medio de reacción en función del tiempo con ayuda de un 

graficador. En cada serie de ensayos se t·eal izaba una calibración 

con ferricianuro, adicionando 10 µl de solución de ferricianuro de 

-3 
potasio 40 mM (0.4 µeq de Fe<CN>

6 
= 0.4 µeq de el a una muestt-a 

sin MV, la mezcla de reacción se iluminaba hasta la reducción 

total del Ferricianuro. El calculo de la velocidad se realizó con 

la siguiente relac1on: 



V= A m/ c. 

Do~de: V= velocidad de la T.E. en µeq e / 

A= µeq e / cm, de la calibración. 

<mg chl > <h>. 

m= Pendiente de la CLn-va obtenida durante la iluminación de 

los cloroplastos en cm / hr; v 

c= Concentración de clot-o-fila empleada en mq. 

8)TRANFERENCIA DE ELECTRONES ACOPLADA A LA SINTESIS DE ATP 

CT.E.A.): Se realizó de la misma manera que para la T.E.B .• pero 

se adicionaba ADP lmM y Pi 3mM en el medio de reacción. La tasa de 

T.E. es mayor aqui, pues la síntesis de ATP esta acoplada a la 

T.E, consumiéndose el ~pH por el proceso de -fos-forilación, 

estimulandose por lo tanto la T.E. <84). 

C)TRANSFERENCIA DE ELECTRONES DESACOPLADA DE LA SINTESIS DE ATP 

CT.E.D.): Se realizó de la misma manera, pero se adicionó Nl-kCl 

3mM al medio de reacción. En este caso dado que el cloruro de 

amonio promueve la disipación del ~pH, la T.E. se ve -fuertemente 

estimulado, perdiendose el control debido por la síntesis de ATP 

<49). 

5.4.3.2. REACCIONES PARCIALES: Estas reacciones en términos 

técnicos se realizaron en la misma -forma que el T.E. acíclico. 

Par-a cuanti-ficar la e-ficiencia de la T.E. dependiente de cada 

-fotosistema, por separado, se adicionó al medio de reaccón 

inhibidores de uno u otro -fotosistema, así como donadores y/o 

aceptares de electrones arti-ficiales para cada -fotosistema. El 

cambio de la concentración de oxigeno en el medio de reacción 
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estuvo en +unción del aceotor -final. 

A)TRANSFERENCIA DE ELECTRONES DEPENDIENTE DEL FS 11: 

(i) De agua a DAD (Agua>DAD): El inhib i dor utilizado -fue la. 

DBMIB. el cual inhibe la T .E. a nivel del centro Fe-S del Cyt bcs/-f 

(3(1,37,47>; y se utilizó el sistema acoplado DAD/Fe1-1-icianu1-a como 

aceptar, el DAD acepta electrones a nivel de Qe en el FS 11 

(potencial redox •0.22 V>,el cual se utilizó en cantidades 

catallticas; mientras que el exceso de -ferricianuro permite 

mantener al DAD oxidado durante la 1-eacción <31,85). De esta 

manera la pot-ción de la cadena redox que se evaluó en esta 

reacción f-ue: 

FS ll 

Hz0--1-- > Z -- >P68o -- > Feo - - ::•QA - - > Qa 

DBt1IB --1-- -- > PQ -/// 

1-- >DAD/FeCCN>-3 

6 

Medio de reacción : Sorbitol 100 mM, MgClz mM, KCl 100 mM, 

Tricina 10 mM, DBMIB lµM, DAD 400 µM, y 1(3(FeCCN).s) 3mM, a pH 8). 

B)TRANSFERENCIA DE ELECTRONES DEPENDIENTE DEL FS I: 

DDe TMQHz a MV CTMQHz>MV): El inhibidot- utilizado -fue DCMU, 

el cual bloquea la T.E a nivel de Ge a en el FS II (.30, 37i: el 

donador usado -fue la TMQH2, que dona elect1-ones a nivel del cent1·0 

Fe-S del cvt b.s/-f 130,40). Y el aceptm- utilizado -fue MV. La TMQHz 

reacc1onac on el radical libr e de oxigeno qenerado por autoxidación 

del Mv• ,de acuerdo con l a siguiente reacció n: 

2 H. + 2 Oz + TMQHz ---- - > 2 HzOz + TMQ 

r -,¡:;: 
L...J 



Por· lo que el consumo de o >: lgeno debido a la t·eacci6n de Mehler· es 

duplicado (33), este -factor se tomó en cuenta en el cálculo de la 

velocidad de la T.E .. La porción de la cadena redox que se evaluó 

en esta reacción f'ue: 

DCMU 
- 1 1 1-- > 

TMQHz 

Cyt bei/f' 

PO -- ~l-_-_·,_F_e_-_s_-_-_>_c_v_t __ f'_-_-~j--> __ J 
FS 1 

PC -- -- > P?oo - > Ac 

MV <-- -- Fe/FA <-- Fx <-- A1<--

Medio de reacción : Sorbital 100 mM, MgCl 1 mM, KCI 100 mM, 

Tricina 10 mM, MV 50 µM, DCMU 10 µM, y TMIJH2 250 µM, a pH 8) 

ii)De DAD a MV CDAD>MV): El inhibidor utilizada f'ue el DCMU 

que bloquea la T.E. a nivel de Qe en el FS 11 <30,37>; se usó el 

sistema acoplado OAD/Ascor·bato como donador: el ascorbato 

(potencial 1·edox +0.6 V> que reduce al DAD, en exceso permitió 

mantener reducido al DAD durante la reacción, el DAD reducido dona 

electr·ones a nivel del cyt f' en el complejo cyt bei/f' (85>. Y el MV 

se utilizó como aceptar. El ascorbato reacciona con el radical 

libre de oxigeno generada par autoxidación del MV+ ,de acuerda can 

la siguiente reacción: 

4 H+ + 2 Oz + Ascorbata <2 e > 2 HzOz + Ascarbato (ax.> 

Por lo que el consuma de oxigeno debido a la reacción de Mehler· es 

duplicado <33i, este -factor se tomó en cuenta en el cálculo de la 

velocidad de la T.E .. La porción de la cadena redox que se evaluó 

en esta reacción f'ue: 

26 



Cvt b6/f f•; l 

DCMU 
1 

-// /--:> PQ __ ¡ __ > Fe-S 1--> Cvt -f --¡--> PC -- --.> P7oo -> Ao 
l 
1 

1 
Ase. /DAD --> 1 

Medio de reacción : Sorb1tol 

MV ·0 -- -- Fe/FA .,: __ -- Fx <--

100 mM, MgClz lmM, KCl 

1 
Ax<:. __ j 

100 mM. 

Tricina 10 mM. MV 50 µM, DCMU 10 µM, DAD 400 µM, y Acido ascorbico 

4mM,apH8). 

iii) De PMS a MV CPMS>MV): Se utilizaron cloroplastos 

previamente tratados con KCN; la PMS Ccon potencial redox de +0.08 

V> se usó como donador de electrones: La PMS reducida <PMSr). dona 

electrones a nivel del cvt bó/-f, sin embargo, en cloroplastos con 

la PC desactivada es capaz de donar- electr-ones directamente a el 

centr-o de reacción P7oo del FS I (.37,68,85), el PMS -fue reducido 

con ascorbato antes de adicionar-lo al medio de reacción (82), con 

una eouivalencia 1:1. Se empleó MV como aceptar. La porción de la 

cadena redox que se evaluó en este ensayo -fue: 

KCN 
-///--) 

PMSr 

PC -- ~'----_>_F_'_oe_o __ -_-_>_A_o_-_-_:_>_A_x_-_-_>F_x_-_-_>_F_e_l_F_A_-_-~1--> __ J MV 

Med.io de r-eacción :Sorbitol 100 mM, MgCl 1 mM. l<Cl 100 mM, Tr-icina 

10 mM, NH•Cl 3 mM, MV 50 µM y PMS 200 µM, a pH 8>. 
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5.4.4. PREPARACION DE SOLUCIONES 'f APLICACION DE LOS 

DERIVADOS DE QUINONA: Las compuestas se disolvieran en DMSO 

i1nmed1atamente antes de evaluarse la actividad) inyectando 

du-ectamente a la cubeta de reacción; el volumen máximo de DMSO 

inyectado nunca excedio 30 µl ( 11.. v/,, -final>: se sabe Que el DMSO 

a concentraciones menares del 1.51.. v/v no a-fecta las actividades 

del cloroplasto que se evaluaron en este trabajo. 
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5. 5. RESUMEN DEL PROCEDIMIENTO METODOL<X'7ICO 

OXIMETRIA 

T. E. 

T. E. A. 

HOJAS FRESCAS DE ESPINACAS 

CLOROPLASTOS INTACTOS 

CHOQUE OSMOTICO 

MEMBRANAS TILACOIDALES 

í T. E. D. 

L-----~ 

CUANTIFICACION 

DE CLOROFILA 

POTENCIOMETRIA 

C.P 

[ 

SINTESIS 

DE 

ATP 

T.E. DEPENDIENTE DEL FS II T.E. DEPENDIENTE DEL FS I 

TMQH2>MV DAD>MV 

* KCN 

1 PMS~MVJ 
AG1JA>DAD * 

UNIDADES 
T.E:. tµeq e- (mg chl){h)J. 

c. P cµmol H ( mg e k l ) t h) J • 

SINTESIS DE ATP rµmol ATP { mg eh l > { h _\ . 

*RXN EVALUADAS SEGUN LOS RESULTADOS DE LA RXN DAD>MV. 



6.0. RESULTADOS Y DISCUCION. 

6.1. CARACTERIZACION DEL EFECTO DE LA DFAQ: El ef'ecto de 

concentr-aciones cr-ecientes de DFAQ sobre la velocidad de C.P., la 

s1ntes1s de ATP, y las T.E.B., T.E.A., T.E.D. se muestr-a en la 

f'igura 3. La DFAQ inhibe la C.P. y la slntesis de ATP en un 38 X y 

27 'l. respectivamente a 250 µM; la inhibición de estas actividades 

puede ser af'ectado tanto por desacoplantes como por inhibidores de 

la T.E. <26). La T.E. presenta dos patrones dif'erentes, las T.E.B. 

y T .E.A. -fueron estimuladas el 50% a 50 µM de DFAO, 

concentr-aciones mayores de 50 µM -fueron inhibidas 

y a 

ambas 

transf'erencias, presentando asi la curva de los desacoplantes 

clásicos (7,58>; el porcentaje de activación de la T.E.B. y la 

T.E.A. inducido por- DFAQ es bajo por lo que es un desacoplante 

débi 1. En contr-aste, la T.E.D. se vio ligeramente inhibida, 

presentando un 20!.. de inhibición máxima a 250µM, esta 

caracteristica de inhibición es causada por inhibidores de la 

T.E., aunque por el porcentaJe de inhibición es un inhibidor 

débil. Por lo todo lo anterior la 

inhibidot--desacoplante débil de la f'otosí ntesis, 

condiciones de reacción. 

DFAO es un 

bajo nuestras 

Los desacoplantes son reconocidos como agentes lipof'ilicos de 

di vet-sa naturaleza qui mica que af'ectan el gradiente de protones 

(o/y otros iones) intertilacoidal, generado por la transf'erencia 

de electt-ones <5>. Estos compuestos comprenden ácidos y bases 

débiles, pot- ejemplo f'enóles (58, 801. carbonilcianidaf'enil 

hidrazonas <321, ácidos benzoicos (56), cloruro de amonio, 

alif'áticas, aromáticas, y complejas 165,901. 
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Se sabe que muchos de los desacoplantes, inhiben la 

transferencia de electrones en un proceso dependiente del pH y de 

c oncent 1· ac i6n. Asl por eJemplo el cloruro de amonio, CCCP 

\carbonilcianida m-clorofenilhidrazona), dinitrofenoles, etc; 

desacoplan efectivamente la T.E. a pH de 7.5 o a pHs más ácidos, 

pero l o inhiben severamente a pH 7.5 o a pHs más alcálinos, 

dependiendo del desacoplante (17,58,80>; además de que inhiben la 

T.E. a pH igual o mayor de 7.5, a altas concentraciones <7,28,80>, 

tal como sucede con la T.E.B y la T.E.A. afectado por DFAQ a pH 8. 

El estudio de algunos de estos desacoplantes ha mostrado que su 

efecto prima1·io sobt·e la cadena redox del tilacoide se da en el FS 

II a nivel del complejo enzimático liberador de oxigeno, conocido 

en la literatura como efecto "ADRY" (17,64> . Se ha planteado el 

concepto de que la tasa de T.E. oxigénico (originado desde el agua 

y cuyo pH externo al tilacoide óptimo es cercano a 8, y de 5 para 

el pH del himen tilacoidall gobiet·na la T.E.; poi· lo tanto, un .ó.pH 

de apr-o ~: imado de tres unidades a través de la membr·ana tilacoidal, 

establecido durante la T.E., genera un pH ácido óptimo dentro de 

las membranas tilacoidales (5 ) . El efecto "ADRY " es consistente 

con el anteriot- concepto: Al equilibrar el pH externo y el pH 

intet·no, los desacoplantes previenen la ácidez interna, asi, a un 

pH e xterno alcálino los desacoplantes alcalinizan el pH interno 

daftando el complejo liberador de oxigeno, mientras que en un pH 

e xter no ácido, los desacoplantes acidifican el pH interno en un 

rango favorable para la T. E. oxigénica (5,17.64>. 

Debido a que la DFAQ inhibe la T.E.D., fue necesario obtener 

información sobre la localización del sitio de inhibición de DFAQ 

en la cadena redox para ooder dicernir si su efecto era de tipo 
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"ADf;··{" o no, se evaluaron las reacciones par·ciales mostr·adas en la 

-figura 4. En dicha -figura se observa que el sitio de inhibición de 

DFAQ se localiza entre el sitio de donación de electt·ones del PMSr 

al FS (en cloroplastos con la PC desactivada con cianuro) y el 

sitio donde acepta electr-ones el MV, ya que la T.E. en éste tramo 

de cadena redo>: es inhibida por DFAQ; por éste dato se deduce que 

DFAQ no es un inhibidot- tipo "ADRY" ya que éstos inhiben la 

-fot6lis1s del agua. La anterior conclusión esta soportada por las 

siguientes evidencias: 

a)La T.E. Agua:DAD no es inhibida por DFAGI, por lo que 

la T.E. dependiente del FS II no es a-fectada. 

b)La T.E. dependiente del FS I es inhibida: DAD>MV y 

PMS>MV son inhibidas en -forma y porcentaja similar a la inhibición 

presentada por la T.E.D., y por exclusión de los componentes de 

éstas reacciones asumimos que el sitio de inhibición en la cadena 

redox ti lacoi dal par· a DFAQ, se localiza en el segmento que 

involucra la T.E. de PMS>MV. 

6. 2. CARACTERIZACION DEL EFECTO DE DoHFAQ. DBAQ. DMBAQ. C-) y 

(+)DFHMEAQ: Estas quinonas mani-festaron un mismo patrón en su 

e-fecto sobre la -fotosintesis in vitro, inhibiendo la s1ntesis de 

ATP, la C.P., y las T.E.B., T.E.A., y T.E.D. (-figuras 5, 6, 7, 8, 

y 91. La inhibición de la T.E.D., cuya T.E. no es controlada por 

la tasa de slntesis de ATP, o por el ~pH ocurrente en condiciones 

acopladas y basales respectivamente, es caracterlstico de un 

inh1bidor de la T.E. -fotosintética; asl la inhibición de la C.P. y 

de la slntesis de ATP es re-flejo de la inhibición de la T.E.B. y 

T.E.D respectivamente. Por lo tanto DoHFAQ, DBAQ, DMBAQ, <-> y 
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1+lDFHMEAQ son inhibidores de la T.E. a través de la cadena redox 

tilacoidal. 

Para la localizacion del sitio de inhibición de éstas 

quinonas se evaluaron las reacciones parciales cuyos resultados 

se muestr-an en las -figuras 10, 11, 12, 13, y 14. Del análisis de 

dichas -Figuras se determino que DoHFAQ, DBAQ, y DMBAQ actúan a 

nivel del FS 1 entr-e el sitio de donación de electrones del PMSr 

al FS (en cloroplastos con la PC desactivada con cianuro> y el 

sitio donde acepta electrones el MV, similar·mente a DFAQ. Mientras 

que (-), y <+>DFHMEAQ actuan a nivel del complejo cvt bcs/f' entre 

el sitio de donación de electrones de la TMHQ2 al centro Fe-S y 

antes del cyt f' a nivel del cyt bcs/f'. La anterior conclusión esta 

soportada pot- las siguientes evidencias: 

aJLa T.E. Agua>DAD no es inhibido y por tanto la T.E. 

dependiente del FS 11 no es af'ectado. 

b> La T.E. dependiente del FS 1 es inhibido de manet-a 

dif'erencial por estas quinonas, pues DoHFAQ, DBAQ y DMBAQ ef'ectan 

la T.E. DAD>MV mientr-as que <-> y <+>DFHMEAQ no la af'ectan, 

presentando por lo tanto dif'erente sitio de acción cada grupo. 

c) La T.E. dependiente del FS 1 af'ectada por DoHFAQ, 

DBAQ y DMBAQ: La inhibición de las T.E.D., DAD>MV y PMS>MV -Fue 

similar <excepto por DoHFAQ que af'ecta mucho más la DAD>MV, 

discutido después), asi, los datos sugieren que el sitio de 

inhibición, para estos derivados, en la cadena redox tilacoidal se 

localiza entt·e el sitio donde el PMS dona electrones al FS (en 

cloroplastos con la PC desactivada con cianuro> y el sitio donde 

el MV acepta electrones desde la cadena r-edox. 
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di Como 1-1 y (+JDFHMEAQ no afectaron las T.E. Agua>DAD 

y DAD>MV, aun cuando afectan la T.E.D., se procedió a evaluar la 

T .E. que incluyera los acarreador-es electn5nicos, no incluidos en 

las t-eacciones no afectadas, utilizando para dicho fin la T.E. 

TMQH2>MV;, oue al ser- inhibida en for-ma y propor-ci6n semejante a 

la T.E.D., nos indicó que en el segmento afectado por estos 

isómeros de la DFHMEAQ se localiza entre sitio donde la TMGH2 dona 

electr-ones (centt-o Fe-Sl y antes del cyt f en el cyt bcs/f. 

Los estudios realizados por otros autores, acerca de 

p-benzoquinonas sustituidas que interfieren con la T.E. 

fotosintética (13,48,62,63,75,89,91,92i, han mostrado que el sitio 

de inhibición por- p-benzoquinonas es fuertemente dependiente de el 

patrón de sustitución que presenten, y de esta inhibición 

difet-encial de la T .E., se ha planteado (63) que los acarreadores 

participantes en las reacciones redox de la PQ son diferentes y 

por- lo tanto el modo de únion de las p-benzoquinonas en las 

enzimas redox tambien lo son, ésto evidenciado por que la 

inhibición por p-benzoquinonas a nivel del cyt bó/f es gobernada 

principalmente por la lipofllicidad, mientras que la inhibición en 

Qe en el FS II es reqido por el parámetro estérico (63). 

Por lo tanto, el hecho de que las quinonas aqui evaluadas no 

afecten la T.E. a nivel de Qe puede deberse al alto grado de 

impedimento estérico de sus sustituyentes, suposición apoyada por 

los t-epor-tes de p-benzoquinonas al qui lamino sustituidas ( 13) 

inhibidoras de la T.E. a nivel de Qe y de la T.E. DAD>MV, además 

de un análogo amino sustituido de DBMIB (63) el cual actúa tanto a 

nivel oe Qe como en el centr-o Fe-S del cvt bó/f. 
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La diferencia en el siti o de innib1ció n entre los isomeros de 

DFHMEAGI y los demás det· i vados (DFAQ, DoHFAQ, DBAQ, y DMBAQl, 

suponemos que se debe a las diferencias en lipofllicidad, va que 

la función alcohol (hidt-o>:iloJ alifático presente en 1-J v 

(+)DFHMEAQ modifica la lipofllic1dad presente en los ott·os 

derivados; s1 bien no descartamos la posibilidad de que la 

posición del feni lo a dos átomos de carbono del ni tr·ógen en los 

sust i tuventes de (-) v ( +) DFHMEAQ sea impor·tante par-a su unión al 

cvt ba / f, y que esto sea impedimento para la unión de DFAQ, 

DoHFAQ, DBAQ, v DMBAQ al sitio t-eceptor de los isomet-os de DFHMEAQ 

en el cvt ba/f. 

La inhibición de la oxidación de PQH2 ha sido asociada con el 

centro Fe-S del cvt ba/f (47,48>. Por ejemplo, batofenantrolina 

<36) es un quelante de Fe; DBMIB y 

dinitrofenileter alogenados <15,36), y UHDBT 

con el centro Fe-S del cyt ba/f. 

análogos <27,36), 

(36) interaccionan 

Generalmente se asume que OBMIB es un inhibidor competitivo 

de 1 a oxidación de PQH2, per·a no se han reportado datos rigurosos 

para sopor-tat· dich.3. sugestión (27>, sin embarga, · DBMIB modifica la 

sel'íal EPR del centr·a Fe-Sred <reducido), . de lo que se ha aceptado 

que DBMIB se asocia antifen·amagnéticamente con el centt-a Fe-Sred 

127>; en tanto UHDBT v los dinitrofenileter alogenados sólo 

modifican ligeramente dicha sel'íal (48>,. además el efecto de éstos 

comouestos sobt·e la relajación de la exi tación de P?oo es 

diferente a la inducida por DBMIB <77>, por lo que se plantean 

di fer· entes sitios de inhibición. El descubt-imiento del 

desplazamiento de DBMIB por UHDBT , dinitrofenileter alogenados y 

PQ 1481, evaluado por cambios en la sel'íal EPR, aunado a los 
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reportes anteriores ha permitido describir el sitio de inhibición 

de la oxidación de PQHz, como un sitio en la proteina asociada con 

el centt-o Fe-S; la unión de los análogos de p-benzoquinona y 

pr-esumiblemente PQHz, debe ser en este sitio, lo Que provoca un 

e-fecto pt-onunciado en la sei'íal EPR del centr-o Fe-S v sus 

pr·opiedades redo}: <47>; un segundo sitio de unión debe estar 

presente pero no tan cercanamente asociado con el centro Fe-S ya 

que sólo un pequei'ío cambio en la sei'íal EPR es provocado por la 

unión del inhibidor, este sitio de unión es para diversos 

inhibidores tales como dinitro-fenileter alogenados y UHDBT; oor el 

desplazamiento de las p-benzoquinonas con los compuestos del 

segundo sitio, los dos sitios pueden estar sobrelapandose en la 

-ferroproteina dentro del dominio del centro Fe-Sen el cyt bd/-f. 

<-> y (+lDMFHEAQ inhiben a nivel de la oxidación de PQH2; por 

ser éstas dos quinonas análogos de PQ y de acuerdo con el modelo 

anterior es probable que interaccionen con el centro Fe-S en el 

primer sitio del modelo mencionado,, pero los resultados aquí 

presentados no permiten ser concluyentes. 

Novedosamente encontramos que DFAQ, DBAQ, Dt1BAQ, y DoHFAQ 

inhiben a nivel del FS 1, e-fecto que no se ha reportado con 

anterioridad para p-benzoquinonas. El MV acepta electrones desde 

los componentes Fs/FA del FS (43,79>, al igual que la 

-ferrodoxina , y por lo tanto el sitio de inhibición para DFAQ, 

DBAQ, DMBAQ, y DoHFAQ se localiza en el segmento de la cadena 

redox: P7oo-Ao-A~-Fx-Fs /FA. Analogamente a los isómeros de 

DFHMEAQ, es probable que éstas p-benzoquinonas esten inhibiendo la 

T.E. por inter·acción con algún centro - Fe-S de el segmento 
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mencionado o en el sitio de A~. pero no podemos a-firmarlo ni 

indicar el sitio preciso con los datos aqul presentados. 

La mayor sensibilidad de la reacc1on DAD>MV por DoHFAQ 

<Figura 101 es semejante a lo reportado para DBMIB, cuyo e-fecto es 

potenciado en presencia de ascorbato 172,93), la explicación dada 

a éste -fenómeno es que el ascorbato reduce a DBMlB, en cuya -for-ma 

(quin6lica) es un mejor inhibidor de la T.E., siendo probable par­

lo tanto, que suceda lo mismo con DoHFAQ. 

6.3. RELACION ESTRUCTURA-ACTIVIDAU 

6. 3. 1. DESACOPLAMIENTO DE LA T. E.: La presencia de ni tr-6geno 

en la estt-uctura molecular de DFAQ, nos sugiere la participación 

del nitrógeno en la actividad desacoplante de ésta quinona. 

Se ha concluido (90) que. existen dos tipos de desacoplantes 

con gr-upo amino en su molécula: 

l>Un grupo de derivados de aminas ali-fáticas básicas en 

los que la lipo-f1licidad es el -factor químico más importante. 

2> Otro grupo de compuestos con un -NH- entr-e dos 

sistemas aromáticos en los que el -factor electrónico es el más 

1mpor-tante. 

Las siguientes observaciones apoyan la posibilidad de que 

DFAQ pertenezca al gr-upo de desacoplantes amino aromáticos: 

alDesacoplantes 

di-fenilaminas sustituidas 

amino 

{61, 64) • 

aromat1cos, par· 

anilinot10-fenos 

eJemplo 

(7.3) y 

N-aril-N',N-dialquil-1,2-etanodiaminas ( 90). dependiendo de su 

sustitución aromática pueden actuar como compuestos ADRY , o como 
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1nhibidor-es de la T.E. en otr-o <s> sitio <s> de la cadena redox 

tilacoidal; tal como sucede con DFAQ (Figur-a 4>. 

biEn el caso de di-fenilaminas sustituidas (61.64>, 

anil1notio+enos (73) y N-aril-N'.N-dialquil-1,2-etanodiaminas 

(901, la sustitución en orto y en para, en el anillo del -feni lo, 

a+ectan al anillo aromático, donando o atrayendo densidad 

electrónica: los grupos electrón-atractores potencializan tanto el 

e+ecto desacoplante como la inhibición de la T.E., va que al 

atraer la densidad electrónica del -fenilo, el -fenilo atrae 

densidad electr-ónica desde el ni tr-6geno (del ami no> , lo cual 

provoca acidez en el hidrógeno unido al nitrógeno, que determina 

la capacidad desacoplante, y para la inhibición de la T. E. 

probablemente por la generación de dipolos intramolecular-es. 

Comparando los e-fectos de DFAQ y DoHFAG, sobre las T.E.B y T •. E.A. 

<Figur-as 3 y 5>, se observa como la sustitución del hidrógeno en 

orto del -fenilo por un hidr·oxilo CDoHFAQ), provoca perdida de la 

actividad desacoplante; cabe aclarar que el hidroxilo en un 

sistema aromático actúa como un grupo electrón-donador- (69>, de 

esta manera aumenta la densidad electrónica del -fenilo y por- lo 

tanto del núcleo di-fenilamino-p-benzoquinona, disminuyendo la 

acidez del hidrógeno unido a los nitr-ógenos de los sustituyentes, 

concordando con el planteamiento para el e-fecto electrón~atractor 

aromático en el desacoplamiento de di-fenilaminas sustituidas, 

anilinotia-fenas y N-aril-N',N-dialquil-1,2-etanodiaminas; siri 

embargo, la inhibición de la T.E. na presenta el mismo patron de 

a-fección por sustitución aromática <discutida en la sig sección). 

c)Al separar el +enilo del amina con uno <DBAQ y DMBAG> 

a dos átomos de car-bono ( (-) v (+JDFHMEAQ) en los sustituyentes de 
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los det- i vados aqul estudiados, p rovoca oer diaa del ef'ec t o 

des acoplante presentado por DFAQ, suoi1- iendo o u e la -func i 6 n 

anilina C-NH-f'enilol es necesaria para su actividad desacoplante. 

6.3.2. INHIBICION DE LA T.E.: La cinética de inh i bición de l a 

T.E.D., para las quinonas, en un mismo pool de clo1-oplastos se 

muestra en la -figura 15. Como se observa, el compm-tamiento de 

inhibición -fue similar (aunque en di-ferente grado ) pat-a todas 

éstas quinonas, presentando el siguiente 01-den de inhibició n 

decreciente: DoHFAQ > <->DFHMEAQ > <+>DFHMEAQ > DMBAO .> DBAQ > 

DFAQ; Lo observado en la cinética de inhibici ó n indica que cada 

una de estas quinonas no presenta más de un sitio de unión, y 

observandose máxima inhibición a 250 µM. Con el f'in de obtener un 

orden de inhibición máxima con-fiable, se evaluó la T.E.D. a 250 µM 

con cinco repeticiones, los resultados <tabla 3 ) indican el 

siguiente orden de inhibición decreciente : DoHFAQ > <-JDFHMEAQ > 

(+JDFHMEAQ = DBAQ = DMBAQ > DFAO. Sin embargo, teniendo en cuenta 

la inhibición di-ferencial de los isómeros de DFHMEAQ del resto de 

las quinonas <sección 6.2>, se deducen dos aspectos: 

11El orden de inhibición decreciente a nivel 

bó / -f es: (-) > C+IDFHMEAQ; y 

21El orden de inhibición decreciente a nivel 

es: DoHFAQ > DBAQ = DMBAQ > DFAO. 

del cyt 

del FS 

En el primer caso las di-ferencias en el X de inhibición de la 

T.E . por de los isómeros de DFHMEAQ indican 

estereoespecif'ic1dad en la uni ó n de esta quinona a al sitio donde 

inhibe; los isómeros son mol é culas que dif'ieren en su orientación 

espacial absoluta de los sutituventes en uno o má s carbonos 
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Flg 15. Efecto de loa derivados de 
p-benzoqulnonas sobre la T .E.O. 

50 100 150 200 
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-- DMBAQ __...,_ (-)DFHMEAQ -+- (•IDFHMIEAQ 

Loe controle• preeentaron valorea entre 
636 y 630 mlcroeq e-/(mg chl) (h). 
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: 
Compuesto. i:. de inhibición. 1 

DFAQ 17 
+ - 2 

DoHFAQ 77 + 
2 -

DBAQ 36 + - 3 

DMBAQ 31 + 
2 -

<->DFHMEAQ 53 
+ 1 -

<+>DFHMEAQ 30 + 3 -

Tabla 3. Porcentaje de inhibición de la T.E.D. poi- derivados 

de p-benzoquinona <5 repeticiones, X+ O.E.>. 

asimétricos (69). por tanto la este1-eoespecif'icidad ref'leja los 

requerimientos espaciales del sitio receptor- de la molécula de 

inhibidor (2¡; asi la estructura absoluta de <-> DFHMEAQ (f'igura 

16> cumple mejor los requisitos estereoespaciales del sitio de 

unión para DFHMEAQ en el complejo proteico del cyt b6/t'. Este 

f'en6meno de la estereoespecif'icidad se ha reportado para 

dif'erentes inhibidores de Qe en el FS 11 (23,34,35,53>. 

Para el caso del orden de inhibición en el FS I: En primer 

lugar, la separación por un carbono entre el amino y el f'enilo de· 

los sustituyentes en estas quinonas provoca un ligero incremento 

en la actividad inhibitoria de la T.E.; asl, DFAQ inhibe un 17% en 

tanto DBAQ y DMBAQ presentan aproximadamente el doble de dicho l. 

de inhibición, ésto puede deberse al aumento en la capacidad de 

reacomodo (movilidad> del f'enilo, debida a la introducción del 

metileno; de esta f'orma, los f'enilos de los sustituventes de DBAQ 
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Figura 16. Estructura absoluta <espacial> de la <->DFHMEAQ 

[1' <S>, 2' <R>-DFHMEAQl. 

y DMBAQ pueden or-ientarse de tal manera que se presente una mejor 

interacción <que la presentada por DFAQl del núcleo 

diamino-p-benzoquinona, con regiones especif'icas del sitio de 

unión en el complejo proteico del FS I, de -Forma ,similar a lo 

encontrado para f'enil-2-cianaacrilatos. inhibidores de la T.E. en 

el FS 11 <34>. Por otra parte la comparación del% de inhibición 

entre DFAQ ( 17%) y DoHFAQ (77"/.), ref'leja que la sustitución de un 

hidrógeno por un hi dr-ox i lo <electrón-donante> en posición orto, en 

el f'enilo de los sust i tuyentes de DFAQ, incrementa 

considerablemente la actividad inhibitoria; inicialmente pensamos 

que probablemente la densidad electr-6nica introducida por- los 

hidt-o>:ilos en el núcleo 2,5-dif'enilamino-p-benzoquinana podia 

participar en la interacción con el sitio receptor en el FS I. 

incrementando asi la inhibic16n de la T.E.; de manera similar al 
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efecto electrOn-donante de sustituvent es aroma tices. -Favor-able 

para la inhibición de la T.E. dependiente del FS 11 reportado para 

anilidas. ureas y carbamatos (52,831, cuvas estructuras generales 

son representadas en la -figut-a 17. 

Figura 17. Estructura general de anilidas <Y= alquill, 

<Y= alquilaminol y carbamatos CY= alcox i l . 

Sin embargo como las dos estructuras con indice mayor de 

inhibición de la T.E. presentan en común un hidroxilo separado por 

dos cat-bonos del nitrógeno, en los sustituyentes <DoHFAQ y 

(-lDFHMEAQl, aun cuando su sitio de inhibición no sea el mismo. 

sugirió la posibilidad de que ésta característica del sustituyente 

-fuera importante para la inhibición. 

Con la intención de dicernir entre un efecto arom~tico 

electt-ón-donante y uno de sustitución en posición orto del 

hidt-oxilo en el fenilo de los sustituyentes de DoHFAQ, se evaluó 

el efecto de dos nuevas quinonas la DpHFAQ y la DoMxFAQ (ver 

estructura de los sustituyentes en la tabla 4); estas quinonas 

inhiben las T.E.B y T.E.A. (datos no mostrados), los r-esultados 

del efecto sobre la T.E.D. y las reacciones parciales (figuras 18 

y 19> indican que el sitio de inhibición es el 

e~ ._1, _ _1 

mismo presentado 



por DoHFAQ. Tamb1en se evaluó la T.E.D. a 250 µM. con cinco 

repeticiones, de DpHFAQ v DoM~~AQ. usando a DoHFAQ como control 

(tabla 5). DpHFAQ inhibe el T.E.D. apróx1madamente al doble que lo 

hace DFAQ Ctabla ~1. demostrando de esta manera la contribución 

electrón-donante de la sustitución aromitica del hidroxilo, 

favorable para la inhibición de la T.E.; por otro lado, la 

diferencia en inhibición entre DoHFAQ y DpHFAQ 

notoriamente como la sustitución en orto es más favorable para la 

inhibición que la correspondiente sustitución en para del fenilo; 

de lo anterior- asumirse que la contribución 

electr·ón-donante de la sustitución aromática del hidroxilo es 

diferencial; sin embargo, el efecto exhibido por DoMxFAO, que bajo 

la suposición de una simple contribución electrón-donante en orto 

favorable para la inhibición de la T.E., su actividad inhibitoria 

DpHFAQ OH 

__ .</> 12,5-di-(p-hidroxifenilamino> 

-p-benzoquinona) 

H 

DoMxFAQ 

--N~ 
H OCHa 

12,5-di-(o-metoxifenilamino) 

-p-benzoquinona> 

Tabla 4. Fót-mula estt-uctural de los sustituventes, nombre y 

abr-eviación para los dos nuevos der-ivados de p-benzoqu1nonas. 
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Flg 18. Efecto de DpHFAO sobre la T.E.D. 
y las Rxn indicadas. 

60 100 160 200 
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Fig 19. Efecto de DoMxFAQ sobre la 
T.E.D. y las Rxn Indicadas. 

10 20 30 40 
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- T.e.o. mol -+- Agua>OAD (8011 

-- DAD•MV (1128) -- PMS>MV (812) 

En parentesis, la actividad del control 
de cada Rxn, 

en microeq e-/(mg chl) (h). 
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deberla ser mayor o igual a la presentadapor DoHFAQ \oues el 

alcoxilo (-0CH3l es un grupo ligeramente meJor electr·ón-donante~ 

en sistemas at-omáticos, compar-ado con ei h1dt-o:<ilo t69) J, v que 

al no suceder, indica la impot-tanc1a del la 

posicion orto en el -Feniio de los sust l tu-../ente=-~ éste 

requerimiento puede ser re-Flejo de la participación de puentes de 

hidrógeno en la interacción con el sitio receptor de OoHFAQ en el 

FS I, si bien no podemos descartat- la participación de los 

electrones no apareados del oxigeno hidroxilico llos cuales son 

más reactivos que los electt·ones no aoar-eados del o~-:1 geno 

alcoxilico 169> en la -Formación de un compleJo de trans-Ferenc1a 

de cat-ga. 

Compuesto 

DoHFAQ 

DpHFAQ 

DoM>:FAQ 

'l. de inhibición 

80 

36 

30 + 

2 

3 

labla 5. Porcentaje promedio de inhibición de la T.E.D. por 

derivados de p-benzoquinona. <cinco repeticiones, x + O.E. 
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7.0. CONCLUSIONES: 

a) La de acción de los derivados de 

p-benzoquinonas estudiadas en éste trabajo -fue -fuer-temente 

dependiente de la sustitución; Los resultados encontrados indican 

que DFAQ actua como un 1nh1b1dor-desacoplante débil: y que DaHFAQ. 

DpHFAQ, Doft:FAQ, DBAQ, DMBAQ, (-\ y (+)DFHMEAQ act'.lan como 

inhibidores de la T.E .. 

b) La presencia del gt-upo -NH-f:enil en la sustitución 

2,.5 del m.rcleo benzaquinana es esencial en actividad 

desacoplante de DFAQ, y la sustitución 

la 

de un 

electr-ón-donador en posición or-to y para del -feni la de los 

sust i tuyentes <DaHFAQ, DpHFAQ y DaM}:FAQ> provoca perdida de la 

actividad desacaplante: estos datos estan de acuerdo de acuerda al 

modelo de los desacoplantes amino ar·omáticos. 

e) DFAQ, DoHFAQ, DpHFAQ. DoMxFAQ, DBAQ y DMBAQ, inhiben 

la T.E. en el F5 1, probablemente en alguno de sus centros Fe-5 o 

en A1; en tanto que (-) y (+JDFHMEAQ inhibe la T.E. en el cyt 

b6/-f, muy probablemente su centro Fe-5; la di-ferencia en el sitio 

de inhibición entr·e los pr·imeros y la DFHMEAQ, ouede ser re-fleje 

de las di-fe1-enc1as en 1 ipoH l icidad <introducida por el 

ali-fát1co pt·esente en los sustituyentes de DFHMEAQ). 

alcohol 

d) La inhibición por DFHMEAQ -fue estereoespeci-fica, 

siendo su isómero <-> 

inhibición de la T.E.> 

proteico del cyt b6/-f. 

el mas e-ficiente en la i nter·acc ión (e 

con el sitio receptor en el complejo 

e) La inhibición de la T.E. a nivel del FS pr-esenta 

dos aspectos: 
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ll cuando los sust1tuyentes ~,J son -NH-+enil. la ma\/Ot-

inhibición requiere la presencia del grupo +unc1onal hior-o-ilo 

IDoHFAQI en posición orto;Además hav una peque"ª contt· i bue ión de 

sustitución electrón-donante aromática en orto y para del -fenilo 

de los sustituventes CDpHFAQ y DoMxFAQ¡ +avor·able Par· a la 

inhibición de la T.E. 

21 La separación del -NH- y el --fenilo (presente en DFAQl con 

un átomo de carbono, provoca un peque"º incremento en la actividad 

CDBAQ y DMBAQl inhibitoria de la T.E.; la cual suponemos se debe a 

una meJot· inter·acc1ón del núcleo 2,5-diamino-p-benzoquinona con el 

sitio receptor en el complejo proteico del FS I. 

f) Los datos de este trabajo indican que la estr·uctur-a 

importante para la inhibición de la T.E. es la mostrada en la 

-Figur·a 20, donde la caracterist1ca esencial es un hidr-o>:i lo 

separ·ado por· dos átomos de carbono del nitr·ógeno, de los 

sustituyentes. Así, cuando el hidroxilo es aromático, la unión del 

derivado de p-benzoquinona se da en un blanco r-eceptor· en el FS I; 

y cuando el hidroxilo es ali+ático, el derivado de p-benzoquinona 

actua en en el cyt b6/-f. Esta estructura (-fig. 201 

modelo par-a la si ntesis de nuevos derivados oara 

puede ser-

la busqueda 

el 

de 

estructur·as análogas la los der·ivados de o-benzoquinonas aqui 

estudiados) con mayor potencia inhibitm·ia de la T.E. 

+otosi nbo.t ica. 

gl Por último es, importante remarcar la 1mportanc1a de 

la inhibición de la T.E. en el FS I por p-benzoquinonas, va que, 

no se han reportado en la literatura internacional; v además, se 

sabe que el uso indiscriminado por muchos ª"os. del mismo tipo de 

herbicida, ha -Favorecido la apat·1ci0n de biotipo<=, de malezas 
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resistentes a los compuestos aplicados (57); entre éstos 

compuestos estan los que inhiben la T.E. a nivel de Qe (87i. De 

acuerdo con lo encontrado en este trabajo. se plantea aqui, la 

posibilidad de explotar éste nuevo sitio de inhibición en la 

cadena redox del tilacoide, con derivados de p-benzoquinona, para 

combatir malezas resistentes a herbicidas inhibidores de la T.E 

+otosintética a nivel de Qe en el FS II. 

Figura 20. Estructura importante. propuesta para una mayor 

inhibición de la T.E., de los derivados de p-benzoquinonas aqui 

reportadas. 
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