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1.0. ABREVIATURAS.

Ar [ filogquinona, aceptar electrdnico secundario del
FS I1.

Ao [clorofila a, aceptor electrdénico primario del FS I1.

ADP [adenosina difosfatol.

ATP [adenosina trifosfatol.

CCL I [complejo cosechador de luz asociado al FS 11.

CCL II [(complejo cosechador de luz asociado al FS 111,

Centro Fe=S I[centro activo de ferroprotelnas, con

actividad redox].

CF1 [ factor de acoplamiento de la ATFasal .

CF-> (factor hidrot+débico de la ATFasal.

Chl [clorofilal.

C.P. [captacién de protonesl.

CusSO4 [sulfato de cobrel.

Cyt bs [citocromo bsl.

Cyt bsse {citocromo bssel.

Cyt besf [citocromo bs/fl.

DAD [2,3,5,6-tetrametil-1,4-fenilendiaminal.

DBAQ (2,5-dibencilamino—p—-benzoquinonal.

DBMIB (2,5-dibromo—-3—metil-6-isopropil—-p-benzoguinonal.

DCMU [3—-(3.4-diclarofenil)—-1,1-dimetilureall.

DFAQ [2,5-difenilamino—p—-benzoquinonal.

4, C -)DFHMEAQ [ (+), (-)-2,5-di(2Z-fenil-2-hidroxi-
1-metiletilamino)-p—-benzoguinaonal.

DMBAQ [2,5-di(a—-metilbencilamino)-p-benzoguinonal.

DMSO [dimetilsulféxidol.

DoHFAQ [ 2,5-di{o-hidroxifenilamino)—-p—-benzoguinonal.

DoMxFAQ [2,5-di(o—metoxifenilamino)-p-benzoguinonal.

DpHFAQ [ 2,5-di (p—hidroxifenilamino)—-p—benzoquinonal.

ApH {gradiente de protones).

EDTA {ac. etilendiaminotetra aceticol.

EPR [Resonancia Spin Electromagnétical.

FAD [dinucledtido de flavina v adeninal

Fd [ ferrodoxinal.

FeCCNDs® [ ferricianurol.



Feo [feofitinal.

Fp [NADP — ferrodoxin oxidoreductasal.

FS I [fotosistema unol.

FS II (fotosistema dosl.

H™ =ATPasa [HZATFP sintetasal.

HEPES [Ac. N-hidroxietilpiperizina—-N’-2-etanosul f5nicol.
KCN [cianuro de potasiol.

MES [4c. N-Z-morfolinoetanosulfédnicol.

MY [(metil violdgenol.

veq [uequivalentes]

NADP® [nicotinamida adenindinucleétidol.

Pt [fosfato inorganicol.

Pseo [centro de reaccidén del FS II1.

P700 {centro de reaccién del FS I1.

PC [plastocianinal.

PMS [N-metilfenazina metosulfatol.

PQ [plastoguinonal.

PQHz [plastohidroguinonal.

Qa (PO, aceptor electrénico primario del FS IIl.
Qe (PO, aceptor electrénico primario del FS II1.
Rxn f{reaccidén (es)].

T.E. [transferencia de electronesl].

T.E.A. [T.E. acoplada a la sintesis de ATPIl.
T.E.B. [T.E. en condiciones basalesl.

T.E.D. [(T.E. desacoplada de la sintesis de ATPI].
TMQ (tetrametil-p-benzogquinonal.

TMQHz (tetrametil-p—-benzohidroquinonal.

UHDBT (alquilhidroxidioxobenzoatiazoll.

Z [donador electrdnico primario de FS I11.

]



2.0. RESUMEN.

En la busqueda de compuestos con actividad inhibitoria sobre
las reacciones luminosas de la fotosintesis in vitro, se evaluaron
derivados de benzoquinona 2,5-dialquilaril (o 2,5-diaril)amino
sustitufdas. Se encontré gue uno de los derivados DFAQ actdia como
un inhibidor-desacoplante débil. En tanto que el resto de los
derivados actuan cémo inhibidores de la transferencia de
electrones, (+) y (-)DFHMEAG actda a nivel del cyt bs/f, vy DaHFAD,
pDpHFAG, DoMxFAG, DBAG y DMBAG inhiben a nivel del FS 1, esta es la
grimera vez que se encuentra inhibicién por derivados de
p-benzoquinona en este sitio.

La inhibicién por DFHMEAQ es esterecespecifica siendo mayor
la actividad inhibitoria para el estereoisdémero
(—~) DFHMEAG.

Finalmente, se encontrd que un hidroxilo localizado a dos
4dtomos de carbono del Atomo de nitrégeno (de los sustituyentes del
nicleo p—-benzoquinona) es importante para la wunién de estos
derivados al sitio receptor en el FS 1 vy probablemente sea

importante para el respectivo sitioc en el cyt be/f.



3. 0. INTRODUCCION.

En 1la optimizacién de 1la productividad en los campos
agricolas la praActica general es el monocultivo; sin embargo, el
monocultivo es ficilmente 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: biolégico. mécanico Yy quimico (24).
Actualmente los métodos maAs wutilizados son el mécanico y el
gquimico, sin embargo debido a lo costoso de utilizar el método
mecinico a gran escala, el quimico es preferido (14,746,70). Se
sabe que los compuestos quimicos (conocidos como herbicidas) son
selectivos, especificos, de toxicidad controlable y econdémicos
(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 pals, 16 son de
fabricacién nacional y 33 son de importacidén. Los de fabricacién
nacional (de mayor consumo) son compuestos que en otros paises vya
han terminado su ciclo de vida tecnoldégico, 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 gque los herbicidas de fabricacién nacional.

Para el desarrollo de herbicidas se debe realizar una intensa
investigacién , como la que hacen las empresas transnacionales
productoras de herbicidas; la cual se inicia sintetizando o
aislando de wuna fuente natural compuestos orgAnicos, a

continuacién se sondea su posible actividad biocida mediante



vitro (96,46). A partir de la decada de los

pruebas bioldgicas 1
B80°*s los nuevos herbicidas se disefian mediante su modo de accién
predeterminado en vias metabdlicas con bases bioquimicas s$lidas
(70) 3 los compuestos con actividad inhibitoria sobre alguna
reaccién biogquimica particular, son modificados vy caracterizados
bioguimicamente con el fin de potenciar dicha actividad.
Posteriormente se realizan pruebas en malezas y plantas agricolas
para - conocer su efectividad vy selectividad; los compuestos
seleccionados en la prueba anterior son sometidos a ensayos de
toxicidad, residualidad, biodegradabilidad, etc., y finalmente se
hacen pruebas de campo (44,70).

Los sitios de accién de los herbicidas se localizan a nivel
de cualquier enzima de una via metabdlica o en una proteina que
requle la actividad de la enzima (23). Los sitios mejor conocidos
son: la fotosintesis, la formacidén de microtdbulos, la biosintesis
de pigmentos fotosintéticos, la sintesis de aminociAcidos araomaticos
y lipidos, la glicélisis, la fosforilacidn oxidativa asf{i como el
metabolismo v sintesis de Acidos nucleficos (45,54). La inhibicidén
de la fotosintesis , en la fase luminosa., es uno de los efectos
primarios de mayor importancia de mas del 50 % de todas las clases
de herbicidas comerciales, los cuales son de una gran variedad
estructural (45,54). For lo tanto compuestos que afecten a la
fotosintesis in vitro. en las reacciones fotodependientes, son
compuestos con actividad herbicida potencial.

La bien documentada actividad inhibitoria de p-benzoguinonas
sobre la fotosintesis (seccidén 4.4); ademas, de como en algunas

ocasiones se ha encontrado que compuestos con vy sin  actividad

biocida, para la cual Ffuerocn sintetizados originalmente g



presentan actividades biocidas diferentes: el objetivo de 1la
presente tesis fue evaluar el efecto in vitro de un grupo de
derivados de p-benzoguinonas (tabla 1) sabre las reacciones
fotodependientes de la fotosintesis , 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 investigacidén precedido por el Dr Norberto Farfan

(Departamento de Quimica, CINVESTAV, IPN).



p—benzoquinona

R=
DFAG
(2,5—difenilamino—-p—-benzoquinona) —
H
DoHFAQ
(2,5-di(o-hidroxifenilamino)-p—-benzoquinona) - N
3 H OH
DBAG
(2,5-di (bencilamino)-p-benzoquinona) -—N/—@
H
DMBAG i
(2,5-di (a—metilbencilamino)—-p-benzoquinona) — _.“>-—@
H
CHa OH

(=) vy (+)DFHMEAG
( (=) vy (+)-2,5-di{(2-fenil-2-hidroxi- - =N
H
l-metiletilamino)-p—-benzoquinona)

Tabla 1. Férmula estructural de derivados de quinona: arriba,

al centro el nucleo de p—benzoquinona; abajo, abreviacién, nombre

y representacién de los grupos R para cada derivado.



4.0. ANTECEDENTES.

4.1. LOS HERBICIDAS: El1 problema de las malezas no es
reciente, ya se mencionaban hace 2000 afios: compuestos quimicos vy
varios productos industriales (p.e. desperdicios de fundiciones)
se aplicaban a 1los lados de los caminos para eliminar la
vegetacién que en ellos crecia o en futuros caminos; sin embargo,
los herbicidas nacen en 1896 cuando se encontraron las propiedades
herbicidas de boratos, sulfatos de amonio, zinc, fierro vy otros
metales; posteriormente se introdujeron 1los primeros quimicos
érganicos como la 2-metil-4,6-dinitrofenol en 1932 (14). ARos
después se introdujeron anidlogos de hormonas vegetales, como el
2,4-D (4c. diclorofenoxiacético), con gran selectividad herbicidas
y los herbicidas residuales no selectivos; posteriormente
herbicidas selectivos como las fenilureas Y triazinas
sustitufdas, as{ como los no residuales tal como el diquat vy el
paraquat (MV), que pueden considerarse como el grupo de herbicidas
mis recientes, aungue estos tltimos bastante téxicos en humanos
(14,76) .

Muchos de los sitios de ataque de los herbicidas a nivel
molecular son desconocidos, siendo 1la fotosintesis uno de los
sitios mejores conocidos. Los herbicidas que inhiben la
fotosintesis son los mids estudiados por su baja toxicidad en
mami{ feros y por ser éste uno de los efectos primarios de mis del
S50% de las clases de herbicidas comerciales. Dichos herbicidas
pueden actuar como inhibidores de 1la transferencia eléctronica,
desacoplantes, inhibidores—desacoplantes, inhibidores de la

transduccién de energia. o como aceptores electrénicos (45,54).



De dichos modos de accidn el mas i1mportante a nivel
experimental es el bloqueo de la T.E. en el lado reductor del FS
Il en el sitio de OGs (figura 2) (74,60,63); han sido i1dentificadas
dos proteinas a las que se unen-dichos herbicidas, una de 32 kD
para la mavoria de estos herbicidas y otra de entre 41 a 43 kD
para los derivados fendlicos (74). El1 tener uwuna unica zona de
inhibici4n en la cadena redox fotosintética permite tener un
modelo simple de estudio para el disefio de nuevos herbicidas.
Actualmente se llevan a cabo estudios de estructura-actividad de

compuestos inhibidores de la T.E. in vitro ;3 los datos obtenidos
in vitro son correlacionados con la actividad herbicida in vivo:
ademis en algunos casos se realizan estudios de quimica tedrica
(p.e. cédlculo de parametros electrdnicos vy estéricos) y de
propiedades fisicoquimicas (p.e. determinacién de pka, coeficiente
de particién y potencial redox) de las nuevas estructuras. para
correlacionarlos con su actividad bioldégica. todos estos estudios

son realizados con el objeto de predecir estructuras de mayor

potencia inhibitoria (8,9.10,11,16,21,42,52,73).

4.2. LA FOTOSINTESIS: En las plantas superiores el proceso
fotosintetico es realizado en organelos celulares 1lamados
cloroplastos. El1 proceso primaric de conservacién de energla
(reacciones luminosas) se efectua en las membranas lamelares e
intergranales del tilacoide, donde se encuentran los pigmentos
cosechadores de la energia luminosa. Las enzimas del bproceso
secundario {en el gue se forman carbohidratos a partir de Loz, a
expensas de la energfia capturada en el proceso primario) se

localizan en el medio ambiente acuoso (estrama) de los
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FSIT et by FST H-AT Fasa

Figura 1. Representacidn de la T.E. fotosintética acoplada a
la sintesis de ATF. Se muestra la T.E. aciclica de agua a NﬁDP’,

el ciclo electrogénico O v la T.E. ciclica.
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cloroplastos (6,12,.81).

Dado gque el presente proyecto involucro Gnicamente el proceso
primario de la fotosintesis, s$lo se describhiria brevemente dicho
proceso.

Las reacciones fotosintéticas dependientes de la 1luz se
pueden generalizar como la transferencia de equivalentes de
reduccién (e ) desde el potencial redox del agua hasta el
potencial redox del NQDP+ {o T.E.) a través de 1la cadena
transportadora de electrones y la sintesis de ATF acoplada a dicha
T.E.: el término cadena transportadora de electrones se utiliza
para calificar al sistema constitulido por enzimas oxidoreductoras
que catalizan la T.E., esta cadena se organiza en tres compleios
supramoleculares: el FS II, el cyt bs/f vy el FS I3 todos los
componentes proteicos de 1la cadena redox forman parte de la
membrana tilacoidal del cloroplasto, los cuales se encuentran como
pdlipéptidus extrinsecos e intrinsecos (tabla 2, figura 1 vy
figura 2) (3,12,19,29.81).

Otro complejo importante es la H' -ATPasa que consta de un
factor unido a la membrana (CF1) con la actividad éatalitica y de
un factor hidrofébico agregado a la membrana (CFo) cuya funcidén es
la de unir a la CF1 a la membrana vy translocar protones desde el
lamen hacia CFr a traves de la membrana. a favor del gradiente
potencial electroquimico (tabla 2 y figura 1) (3,12,19,41,81).

El proceso de la T.E. (figura 2) se inicia con 1la captacién
de energia luminosa (fotén ¢ cuanto de luz) por el CCL Il en el FS
I11. almacenidndose en forma de energia de exitacién que es
transferida de pigmento a pigmento hasta la clorofila

especializada {(probablemente un dimero de clorofila a) del centro

11



Compleio F.M. (rd) Componentes asoctiados
FS 11 Nuc leo 47, Fgen, Fea., Chl a,
| 43 Z, Ba.
34 Tt I
10 Cyt bsso.
32 Ge.
CCL II 28 Chl a/b.
26 Chl a/b.
24 Chl_a/b.
Periféricos 33 Ca > (7). GBI
23 ca™ (7).
17 —— |
FS 1 Nacleo 70 F?o0, fAs, Chl a.
25 g
20 FC.
i8 Fe-5.
16 Fe-S5.
8 Fe-S.
CCL 1 4 palipégptidos
de 19 a 24 Chi a/b.
Feriféricos 11 (Fd) Fe-5.
33 (Fp) FAD.
Cvt boe/F 33.34 Cvt .
23 Cvt bs.
20 Fe-S.
17 i
ATPasa CFr 59 (o) -
56 () e
37 () ——
18 (&) w——
13 (&) e
CFo 17 (I e
11 (ID) —
9 (I1I) =
FC 10.5 Cu ",
L
Tabla 2. Composicion polipeptidica de los complelos

funcionales de la membrana tilacoidal.



de reaccidén Peso el cual se exita v dona un electrén , wvia una
feofitina, a un aceptor primario Ga (una PG que se encuentra
complejada con el centro Fe-S del FS II). El Pmo+ es reducido por
el compleio liberador de oxf{geno (en este complejo 1la hidrdlisis
de dos moléculas de agua genera un mol de 0Oz, vy cuatro protones
liberados a el lamen tilacoidal, ademas de cuatro electrones
transportados a la cadena redox en un mecanismo de cuatro pasos),
los electrones son transferidos de uno en uno a £ (probablemente
un residuo de tirosina (50)) que reduce directamente al Pano+). Ga
reduce a O (otra FO complejada con el mismo centro Fe-5 que Ba)
en un doble paso con captacién de dos protones desde el estroma,
Ge en la forma reducida (POGHz) se intercambia rapidamente por una
molécula de FG del pool membranal (de acuerdo con la literatura la
FG unida este sitio redox es denominado G para diferenciar sus
propiedades vy las del pool de PG libre). E1 POHz wviaja por la
membrana al complejo cyt bs/f reduciéndolo, en donde dos protones
son liberados a el ldimen tilacoidal, con liberacién de 11la PO
oxidada, (el cyt bs/f actia como bomba de protones al catalizar el
ciclo electrogénico B), un electrdn viaja desde el cyt bs/f hasta
la PC (una proteina—ﬁu*z la cual acepta y dona un electrén) que a
su vez reduce a la clorofila especializada (probablemente un
dimero de clorofila a) del centro de reaccidn Proo del FS5I: E1 CCL
I absorbe un fotén y lo transmite al P7oo0, cuyo centro en estado
exitado dona un electrén a Ao (mondmero de clorofila a) éste a Ar
(una guinona) luego el electrdn viajan a través de tres centros
Fe-S hasta la Fd y finalmente la Fd reduce al NADP® (en un doble

pasao) ,en una reaccidén catalizada por la Fp (3,12,18,19,29,81).



N ESTROMA
] :\\ \
Fy e 1
10

|
|
l

~g |
L e
§F4ﬁ(&:hADP
] MNADFH
Tmﬁm (e MEMBRANA
"‘“‘-\TILACOIDAL
\W FS I
----- =i Cyt bosf
FS 11
Figura 2. Esquema Z de 1la T.E. aciclica en plantas. La

posicién vertical de cada acarreador electr®nico corresponde a su

potencial redox a pH 7. Las flechas dobles i1indican fotoexitacisn v

las flechas s&lidas muestran la via de la T.E. de agua a NaDF .

Los acarveadores méviles se muestran fuera de los ovalos que

indican los complejos enzimAticos en la membrana tilacoidal.
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l.a separaci®n de cargas vectorial en los centros de reaccion
v el transporte vectorial de protones genera el gradiente
electrogquimico a traves de la membrana tilacoidal (en la fotdlisis
del agua v en 1 complejo cvt bs/¥), el que el ApH contiene la
energia libre principal gue permite la sintesies de ATF por 1la
H -ATPaza (figura 1). El paso de protones por la H —ATPasa genera
un cambic conformacional en CFr1 mediante 21 cual se da la
tramsduccisn de energla para la sintesis de ATF (12,19,41,.81).

Una via alternativa para los electrones provenientes desde
F7o00 es que los electrones de alto potencial de la Fd pueden ser
transferidos al cvt bs/f mas que a NADP+. vy regresar a Froo
(figura 1): esta T.E. ciclica solo bombea protones en el cyt bs/f,
y el ApH es utilizado para la sintesis de ATF; en este proceso,
llamado fosforilacidén ciclica, se genera ATF sin concomitante

formacién de NADFH v sin liberacién de oxf{geno (81).

4.3. CARACTERISTICAS DE LAS DIFERENTES CLASES DE INHIBIDORES
DE LA FOTOSINTESIS:
INHIBIDORES DE LA TRANSFERENCIA DE ELECTRONES: La T.E. es

inhibida cuando uno (o mis) de los acarreadores de eletrones de la
cadena redox son removidos desde la membrana por solubilizacién o
son 1nactivados por interaccidén enzima-compuesto guimico. Estos
inhibidores blogquean las T.E.B., T.E.A v T.E.D. & inhiben la C.F.
vy la sintesis de ATF (25.38,54,55).

DESACOPLANTES: Estos disocian la T.E. yv la sintesis de ATF, por
disipacidn del estado energizado de la membrana tilacoidal. Estos
compuestos estimulan las T.E.B. v T.E.A., inhiben la sintesis de

ATP v la C.P., si1in afectar la T.E.D. (38,49.54,55).

15



INHIBIDORES DE LA TRANSDUCCION DE ENERGIA: Estos afectan
directamente la sintesis de ATP actuando sobre CFe y/0 sobre CFr:
inhiben la T.E.A. v la sintesis de ATP, sin efecto sobre las
T.E.B., T.E.D. v la C.P.138,4%2,.54,55).

INHIBIDORES-DESACOPLANTES: Este término se utiliza para
compuestos que presentan caracteristicas de inhibidores y de
desacoplantes. Estos compuestos inhiben la T.E. a pHs alcalinos
(pH B) v lo desacoplan a pHs Acidos (pH &). En algunos casos
presentan ambos efectos en el mismo pH (38,49,54,55).

ACEPTORES DE ELECTRONES: Estos compuestos compiten con algun
componente de la cadena redox tilacoidal vy son reducidos.
Estimulan la T.E. cuando se utiliza al ferricianurc como aceptor
de electrones ya que lo reducen, v en el caso de los compuestos
bipiridi licos como el MV, aceptan electrones pero se oxidan con el
oxigeno del medio generando radicales libres (superdéxido y Hz202) ,

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

4.4. LAS QUINONAS EN LA FOTOSINTESIS: Las quinonas naturales
participan en todos 1los sistemas membranales que realizan la
transferencia de electrones en los seres vivos {bacterias,
mitocondrias y cloroplastos), vy estan presentes en un exceso
denominado pool de plastoquinona. La unién de las quinonas a las
proteinas de las enzimas redox membranales modifica las
caracteristicas termodinamicas y la especificidad de reaccién de
dichas guinonas, en particular tal unidén tiende a estabilizar Ila
forma semiquinona aseguranda asi un proceso de transferencia
electrdnica controlado v no una simple e indiscriminada reaccidén

redox entre una especie reductora y una especie oxidante (460).
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La perdida de el control normal de las aquinonas membranales
refleja cambios en el medio ambiente de las mismas, la inhibicidén
de las reaccilones redox de las guinonas naturales, por  guinonas
sintéticas u otros compuestos, ha sido utilizado para la
elucidacidn de las secuencias parciales de la cadena
transportadora de electrones, ademas, muchos de estos inhibidores
juegan un papel importante en el control de plagas como herbicidas
(60,63).

La inhibicidén por compuestos exdégenos de las cadenas redox en
la porcidn donde participan las plastogquinonas son de especial
interés, v en particular si presentan el nicleo 1,4-quinona
{(p—benzoguinona), porgue estas sustancias semejan las
plastoguinonas. El sitio de accidén y tipo de efecto de los
derivados de p-benzoquinona no necesariamente es el mismo,
dependiendo fuertemente de la sustitucidn que presenten (63,75).
Muchas de las -Formés reducidas (quinoles) de las quinonas
sintéticas son buenos donadores electrénicos en la cadena redox
tilacoidal, donando electrones a nivel del pool de PO (40,.93), v a
nivel del complejo Cyt bs/f (36,71,91). En 1la forma oxidada
aceptan electrones desde el FS5 II (60,71,75,78,86,88,89,92,74) .
Como i1nhibidores de la T.E. actuan tanto en la fotoreduccién
dependiente del FS 1I1 a nivel de Q0= (795.91), como en la
fotoreduccidn dependiente del FS I a nivel del centro Fe-5 del cyt
bs/¥ (48,62.89.92)., o bien ambas fotorreducciones (13,63).

En este trabajo se estudiéd el efecto de derivados de

p-benzoguinona sobre la fotosintesis in vitro, gue no han sido

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 frescas de espinacas, lavadas con agua destilada, vy
seccionadas en seamentos menores de 0.5 cm. sSe colocaban en un
vaso de licuadora con 100 ml de medio de aislamiento (Sorbitol
350mM, Ac ascorbico SmM, MES 20 aM, a pH 6.5) a 4°C. Se
homogeneizaban S segundos a velocidad maxima, el homogenado fue
filtrado en 20 capas de gasa y centrifugado a 300g por 4 minutos a
4°c. E1 precipitado (clurbplastos intactos) fue lavado una vez con
50 ml de medio de aislamiento y finalmente se resuspendia en 1-2
ml de medioc de resuspensidn (Sorbitol 350 mM, EDTA 2mM, MgClz 1mM,
HEFES SO 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 obtenitan con buena actividad.

Se utilizé como material bioldgico cloroplastos de espinaca
por la aran facilidad de aislamiento de cloroplastos desde-
espinacas v a que la mavoria de los estudios de inhibidores de la
fotosintesis in vitro se han realizado en estos cloroplastos.

5.2. CUANTIFICACION DE CLOROFILA: La clorofila se cuantificé
por el método de Arnon (4). Se adiciond 0.02 ml de suspensidén de
cloroplastos en 2 ml de acetona al 80% (en agua v/v), en un tubo

de ensaye oue =2ra tapado y agitado vigorosamente, manteniéndolo en
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obscuridad por 5 minutos para permitit la extracci®én v
solubilizacidn de la clorofila asi como para evitar su degradacidén
por la luz: a continuacicen se centrifuge a 2000 rpm por & minutos
en una centrifuga clinica para sedimentar las proteinas vy otros
residuos de los cloroplastos. For ultimo se determind la absorcién
del sobrenadante a 667 nm y a 645 nm, el contenido de clorofila en
las muestras de cloroplastos se calculd utilizando la siguiente
relacisn:

C= [ (20.29) (Abs ) + (B.0S) (Abs ) 1 100,
G455 663

Donde C= ug de chl / ml;
20.29 vy 8.05 son constantes detrivadas de los
coeficientes de extincidn de la clorofila;

y 100= factor de dilucidén.

5.3. TRATAMIENTO DE CLOROPLASTOS CON KCN: El tratamiento con
ECN i1nhibe la T.E. de agua a MV, v su sitio de accidén es a nivel
de la FC, de la gue quelata el [.'u+2 esencial para su actividad
redox (por ser cofactor de esta enzima), si1n afectar los demas
componentes de la cadena redox de los tilacoides (37.68.67).

Metodo: Una alicuota de cloroplastos equivalente a 300 ug de
clorofila se adicion® a 1 ml de medio de tratamiento con KCN
(Sacarosa 100 mM, MgClz 1mM, tricina 90 mM, ECN 30 mM v
Fe(CN)skaS0 1M a pH 8) v se mantuvo en la obscuridad a 4°c por Z0
minutos. El control para el tratamiento anterior fue similar

excepto gue el medio contenia KOH 30mM en vez del ECN (&8).
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5.4. EVALUACION 1n vitro DE LAS ACTIVIDADES FOTOSINTETICAS:
Debido a que £l medic utilizado para evaluar dichas actividades es
hipotonico., la membrana externa de los cloroplastos i1ntactos es
li1sada, solubilizandoss el NaDFT v la ferrodoxina de las membranas
tilacoidales: por lo cual es necesario adicionar al medio ambos
elementos naturales de la cadena en concentraciones grandes o bien
un aceptor de electrones artificial en sustitucidn (85). En. los
ensayos de la sintesis de ATF, la C.P.. las T.E.B.. T.E.A., vy

T.E.D., se utilize MV como aceptor de electrones artificial.

5.4.1. CAPTACION DE PROTONES (C.P): El método se basa en el
cambio de pH del medio en una dilucién de membranas tilacoidales,
inducido por la T.E. en presencia de luz y que es proporcional al
gradiente electroquimico generado por los sitios o bombas de C.P.
en funcidén de tiempo (58).

Método: Se adiciond un volumen de suspensién de cloroplastos
equivalente a Z0 ug de clorofila por ml (el wvolumen final usado
para cada ensayo ftue de ZIml) de medio para la C.P. (Sorbitol 100
mM, MgClz t mM, KC1 100 mM, Tricina 1 mM vy MV 50 uM, ajustado a pH
8 en el momento del ensavo con soluciones dilufidas de HCl o KOH).
Las muestras se iluminaban con un proyector de transparencias,
incidiendo el haz luminosoc a través de una lente de Izawa (CuS0s
al 2% en Hz0) para eliminar el calor y filtrar la luz {(nota: el
lente se utilizé en todos los ensayos realizados en este trabajo),
con agitacidn continua a 4°C. Simultaneamente se registraron los
cambios de pH del medio en funcidén del tiempo con un potencidémetro
de escala expandida conectado a un graficador. Después de 1 minuto

se apagd® la fuente luminosa y se adiciond 10 ul de HC1 O.01N para



titular el cambio de pH cbservado. La velocidad de C.F.se calculo
empleando la siguiente relacién:

V= A h/c.

Donde V= Velocidad en umoles H'/ (mg chl) <(hr):

A= umoles H  usados en la titulacien / altura del trazo en cm;

=
1]

pendiente de la curva obtenida durante la 1luminacidn de

los cloroplastos en cm / hr: v

c= Concentracidén de clorofila empleada en mg.

5.4.2. FOTOFOSFORILACION (Sintesis de ATP): Se realizd por el
metodo potenciometrico (20,59). Se ha calculado a partir de las
constantes de disociacidén que a pH B se consume un mol H por mol

ATP sintetizado en presencia de Hg+z segin la sigquiente reacién:

2 2

[Mg-ADF1~ + PD: + H =——=3» [Mg—-ATF1 *© (59,41).
De manera que a pH 8, el ApH inducido en wuna muestra de
cloroplastos al ser iluminada, es directamente proporcional a la
sintesis de ATP, durante los primeros 30 segundos de 1luminacidn.
Metodo: E1l procedimiento es similar al descrito para la C.P.,
excepto por el medio de reaccidn que contenia ADP 1 mM v  KH2POD«
3 mM {(para la formacicn del complejo Fi-ADF-Fi desde FI-ADF, una
elevada concentracidén de Pi es necesario debido a que los sitios
de unidén para el ADP y el Fi estan parcialmente sobrelapados por
el ATP sintetizado) (41) v gque el tiempo de reaccidn fue 30
sequndos. Para calcular la velocidad de 1la sintesis de ATF se

empleo la misma relacidn utilizada para la C.P.: las unidades de

actividad estan dadas en umoles ATP / (ma chl) (hri.



5.4.3. EVALUACION DE LA TRANSFERENCIA DE ELECTRONES (T.E.):
En todos los casos se evalud por oximetria utilizando un oximetro
tipo Clark (33), determinando los cambios de Oz presentes al

iluminar la muestra de cloroplastos.

Evaluacidén de la T.E. en presencia de MV como aceptor de
electrones: El1 MV acepta electrones a nivel de 1los 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 reaccién de Mehler:

cloroplastos

HeO + 2 Mv'? > 2 MV 4 1/2 02 + 2 H (Rxn de Hill)
luz

Z MY+ 202 > 2 MV? + 2 027 (Rxn de Mehler)

20 + 2 H > HeDz + 02

Hz0 + 1/2 D2 > Hz02

de manera que la reaccién general involucra un consumo neto de

oxigeno en el medio de reaccisén {(33).

Evaluacién de la T.E. en presencia de ferricianuro como aceptor
de electrones: El ferricianuro acepta electrones en el mismo sitio
gue el MV , pero no se oxida con el oxigeno del medio, catalizando
unicamente la reaccidén de Hill:

cloroplastos
H2O + Fe(CN)s Fe(CN)s*® + 1/2 Oz (Rxn de Hill)

luz

As{ en la reaccidn hay liberacién neta de oxigeno. El ferricianuro
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es capaz termodinamicamente. ademas, de aceptar electrones a nivel
del FS 11, dado su potencial redaox (+0.42 V), sin embarao su
elevada hidrosolubilidad se lo impide (30,31,39,89). en este
estudio se uti1lizd como aceptur.Final acoplado a un aceptor del FS

II.
S5.4.3.1. T.E. ACICLICA DE AGUA A MV:

A)TRANFERENCIA DE ELECTRONES BASAL (T.E.B.): Este ensayo se
realiz® en ausencia de ADF y Pt exdgenos. La T.E.B. es muy lenta,
dado gue al no estar presentes los sustratos para la sintesis de
ATFP no se consume el ApH, y por lo tanto la T.E. esta limitada
(84).

Método: Una allcuota de cloroplastos equivalente a 20 ug
de clorofila por ml (el volumen final usado para cada ensayo fue
de 3 ml) de medio para T.E. (Sorbitol 100 mM, MgClz 1 mM. KCI1 100
mM, Tricina 10 mM v MV S0 uM, a pH B8). El electrodo del oximetro
se introdujo en la muestra. y se mantuvo en obscuridad por 30
segundos. con agitacidn continua y a 4°C. La T.E. se iniciaba
1iuminando la suspensidén de cloroplastos, registrando
simultineamente el cambioc en la concentacién de oxigeno en el
medio de reaccidén en funcidén del tiempo con ayuda de un
graficador. En cada serie de ensayos se realizaba una calibracidén
con ferricianuro, adicionando 10 pul de solucidén de ferricianuro de
potasio 40 mM (0.4 peq de Fe(DN};s = 0.4 yeq de € ) a una muestra
sin MV, la mezcla de reaccisn se iluminaba hasta la reduccidn
total del Ferricianuro. El calculo de la velocidad se realizd con

la siguiente relacion:

"
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V= A m/ c.
Donde: V= velocidad de la T.E. en ueg e / (mg chl)(h).
A= nueq e / cm, de la calibracién.
m= FPendiente de la curva obtenida durante la iluminacién de
los cloroplastos en c©m / hrs v

c= Concentracién de clorofila empleada en mg.

BI)TRANFERENCIA DE ELECTRONES ACOPLADA A LA SINTESIS DE ATP
CT.E.A.): Se realizé de la misma manera que para la T.E.B.., pero
se adicionaba ADP 1mM v Pi 3mM en el medio de reaccién. La tasa de
T.E. es mavor agui., pues la sintesis de ATF esta acoplada a 1la
T.E, consumiéndose el ApH por el proceso de fosforilacidén,

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

CITRANSFERENCIA DE ELECTRONES DESACOPLADA DE LA SINTESIS DE ATP
(T.E.D.): Se realizé de la misma manera, pero se adiciond NHeCl
EZmM al medio de reaccidén. En este caso dado que el cloruro de
amonio promueve la disipacidén del ApH., la T.E. se ve fuertemente
estimulado, perdiendose el control debido por la sintesis de ATP

(49).

S5.4.3.2. REACCIONES PARCIALES: Estas reacciones en términos
técnicos se realizaron en la misma forma que el T.E. aciclico.
Fara cuantificar la eficiencia de la T.E. dependiente de cada
fotosistema, por separado, se adiciond al medio de reaccdn
inhibidores de uno u otro fotosistema, asi{i como donadores vy/o
aceptores de electrones artificiales para cada fotosistema. EI1

cambio de la concentracioen de oxigeno en el medio de reaccidén



estuvo en funcicn del aceotor final.

A) TRANSFERENCIA DE ELECTRONES DEPENDIENTE DEL FS II:

i) De agua a DAD CAgua>DAD): El inhibidor utilizade fue la
DEMIE, 21 cual inhibe la T.E. a nivel del centro Fe-5 del Cvt bs/+f
(30,37.47); v se utilizd el sistema acoplado DAD/Ferricianurc como
aceptor, el DAD acepta electrones a nivel de Qs en el FS 11
(potencial redox +0.22 V),el cual se utilizé en cantidades
cataliticas; mientras que el exceso de ferricianuro permite
mantener al DAD oxidado durante 1la reaccidn (31,85). De esta
manera la porcién de la cadena redox que se evalud en esta

reaccién fue:

FS 11
DEMIB
H20-~|~=> Z —-*Psao --> Feo —>0Aa --> G ——|-—— —> FQ =///
——>D¢:\D/Feccm;’

Medio de reaccidn : Sorbitol 100 mM, MgClz { mM, EKC1 100 mM,

Tricina 10 mM, DBMIB 1aM, DAD 400 uM, y Ka(Fe(CM)s) 3mM, a pH 8).

E) TRANSFERENCIA DE ELECTRONES DEPENDIENTE DEL FS I:

id)De TMQHz a MV (TMQH2>MV): El inhibidor utilizado fue DCMU,
el cual bloguea la T.E a nivel de Ge a en el F§S 1II (20,371 zel
donador usado fue la TMOHz, gue dona electrones a nivel del centro
Fe-S del cyt bs/f (30,40). Y el aceptor utilizado fue MV. La TMGHz
reaccionacon el radical libre de oxiaeno generado por autoxidacisn
del MV" ,de acuerdo con la siquiente reaccisn:

2 H + 2 02 + THAHz ————-— > 2 H2Oz + TMO



For lo gue el consumo de oxitgeno debido a la reaccidn de Mehler es
duplicada (33)., este factor se tomd en cuenta en el cidlculo de 1la
velocidad de la T.E.. La porcién de la cadena redox que se evalud

en esta reaccién fue:

Cyt bs/+ FS I
DCMU
~//f==% PQ |=—|-—> Fe-§ —=> Cyt £ ——(-=> PC -—|-=> P700 —> Ac ——
TMAH2 —->
MY <—=|—— FB/Fa <—— Fx <-— Ar{—-

Medio de reaccién : Sorbitol 100 mM, MgCl 1 mM, KCI 100 aM,

Tricina 10 mM, MV 50 uM, DCMU 10 uM, y TMBHz 250 uM, a pH 8)

iid>De DAD a MY (DAD>MV): E1 inhibidor utilizado fue el DCMU
que bloquea la T.E. a nivel de Os en el FS II (30,37)3; se usd el
sistema acoplado DAD/Ascorbato como donador: el ascorbato
(potencial redox +0.46 V) que reduce al DAD, en exceso permitid
mantener reducido al DAD durante la reaccidén, el DAD reducian dona
electrones a nivel del cvt f en el complejo cyt be/f (85). Y el MV
se utili1zé como aceptor. El ascorbato reacciona con el radical
libre de oxigeno generado pot autoxidacidn del mv* ,de acuerdo con
la siguiente reaccién:

4 H + Z D2 + Ascorbato (2 e ) ————— 2 H20z + Ascorbato (ox.)
For lo que el consumo de oxigeno debido a la reaccidn de Mehler es
duplicado (33), este factor se tom® en cuenta en el calculo de la
velocidad de la T.E.. La parcién de la cadena redox que se evalud

en esta reaccidén fue:
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Cvt besf Fs 1

DCMU 1 o
~#t/==> PB —=!—=» Fe-§ | —=» Cvt § —=|==3 FC -=|-~> FP700 -» Ao —-—,
L —

1

|

| |

Asc./DAD ——>! r
MV <=~l~— FB/FA <=— Fx <-—— ﬂlﬁ——l

Medio de reaccisn : Sorbitol 100 mMm, MgClz 1mM, EC1 100 mM,
Tricina 10 mM, MY 50 oM, DCMU 10 @M, DAD 400 puM, v Acido ascorbico

4 mM, a pH 8).

iii> De PMS a MY (PMS>MV): Se wutilizaron claroplastos
previamente tratados con KCN3; la PMS (con potencial redox de +0.08
V) se uséd como donador de electrones: La PMS reducida (PMSr). dona
electrones a nivel del cyt bs/+¥., sin embargo. en cloroplastos con
la PC desactivada es capaz de donar electrones directamente a el
centro de reaccidén Proo del F§ I (37.68.85), el PMS fue reducido
con ascorbato antes de adicionarlo al medio de reaccidn (82), con
una eguivalencia 1:1. Se empled MV como aceptor. La porcidn de la

cadena redox gue se evalud en este ensavo fue:

KCN
=//i——=% PC ——|——* FPoBo ——*Re ——> Ar ——*Fx ——: Fe/FA ——|——> MV

PMSr ——>

Medio de reaccidén :Sorbitol 100 mM, MgCl 1 mM, KC1l 100 mM, Tricina

10 mM, NHeC1l 3 mM, MV 50 pM v PMS 200 uM, a pH 8).




5.4.4. PREPARACION DE SOLUCIONES Y APLICACION DE LOS
DERIVADOS DE QUINONA: Los compuestos se disolvieron en DMSO
(1nmediatamente antes de evaluarse 1a actividad) inyectando
directamente a la cubeta de reaccién: el volumen maximo de DMSO
inyectado nunca excedio 30 ul (1% v/v final):; se sabe que el DMSO
a concentraciones menores del 1.5%4 +/v no atecta las actividades

del cloroplasto que se evaluaron en este trabajo.



5.5. RESUMEN DEL PROCEDIMIENTO METODOLOGICO

HOJAS FRESCAS DE ESPINACAS |

CLOROPLASTOS INTACTOS

CHOQUE OSMOTICO

!—— CUANTIFICACION
i DE CLOROFILA

MEMBRANAS TILACOIDALES

ONIMETRIA FOTENCIOMETRIA
T. E
c.P SINTESIS
DE
ATP
—
T.-E. B, T.E. A, T-E. D
T.E. DEPENDIENTE DEL FS5S II T.E. DEPENDIENTE DEL FS I

AGUA>DAD

SINTESI

— KCN
X X
TMOQHZ2 > MV DAD>MV PMS > MV
UNIDADES
T.E. (Meg e&- -~ (mg chlicthyl.
cC.P f(umol H * dmg chlythid.
S DE ATP ([umcl ATP .~ (mg chlrih:.

¥RXN EVALUADAS SEGUN LOS RESULTADOS DE LA RXN DAD:>MV.



6.0. RESULTADOS Y DISCUCION.

6.1. CARACTERIZACION DEL EFECTO DE LA DFAQ: El efecto de
concentraciones crecientes de DFAQ sobre la velocidad de C.P., 1la
sintesis de ATP, v las T.E.B., T.E.A., T.E.D. se muestra en la
figura 3. La DFAG inhibe la C.F. y la sintesis de ATP en un 38 % v
27 % respectivamente a 250 uM; la inhibicién de estas actividades
puede ser afectado tanto por desacoplantes como por inhibidores de
la T.E. (26). La T.E. presenta dos patrones diferentes, las T.E.B.
v T.E.A. fueron estimuladas el S0% a 50 uM de DFAG, v a
concentraciones mayores de 50 uM fueron inhibidas ambas
transferencias, presentando asf{ la curva de los desacoplantes
clasicos (7.,58); el porcentaje de activacién de 1la T.E.B. vy la
T.E.A. inducido por DFAQ es bajo por lo gue es wun desacoplante
débil. En contraste, la T.E.D. se vio ligeramente inhibida,
presentando un 20%Z de inhibicién maxima a 250uM, esta
caracteristica de inhibicién es causada por inhibidores de la
T.E.. aungue por el porcentaje de inhibicién es un inhibidor
débil. For io todo lo anterior la DFAR es un
inhibidor—-desacoplante débil de 1la fotosintesis, bajo nuestras
condiciones de reaccidn.

Los desacoplantes son reconocidos como agentes lipofilicos de
diversa naturaleza quimica que afectan el gradiente de protones
{o/y otros iones) intertilacoidal, generado por la transferencia
de electrones (5). Estos compuestos comprenden 4cidos vy bases
débiles, por ejemplo fensles (38,80), carbonilcianidafenil
hidrazonas (32), Acidos benzoicos (56), cloruro de amonio. aminas_

alifaticas, aromaticas, y complejas (&5,90).
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Se cabe que muchos de los desacoplantes, inhiben la
transferencia de electrones en un proceso dependiente del pH v de
concentracidn. Asi por ejemple el cloruro de amonio, CCCP
tcarbonilcianida m-clorofenilhidrazonal, dinitrofenoles, etcs
desacoplan efectivamente la T.E. a pH de 7.5 o a pHs mAs Acidos,
pera lo inhiben severamente a pH 7.5 © a pHs mas alcalinos,
dependiendc del desacoplante (17,58,80):; ademis de gue inhiben la
T.E. a pH 1gual o mavor de 7.5, a altas concentraciones (7,28,80),
tal como sucede con la T.E.B yv la T.E.A. afectado por DFAG a pH 8.
El estudio de algunos de estos desacoplantes ha mostrado que su
efecto primario sobre la cadena redox del tilacoide se da en el FS
11 a nivel del compleijo enzimatico liberador de oxigeno, conocido
en la literatura como efecto "ADRY" (17,64). Se ha planteado el
concepto de gue la tasa de T.E. oxigénico (originado desde el agua
y cuyo pH externo al tilacoide éptimo es cercano a 8, v de 5 para
el pH del ldamen tilacoidal) gobierna la T.E.: por lo tanto. un ApH
de aproximado de tres unidades a través de la membrana tilacoidal,
establecido durante la T.E., genera un pH Acido 6ptimo dentro de
las membranas tilacoidales (5). El efecto "ADRY" es consistente
con el anterior concepto: Al equilibrar el pH externo y el pH
interno, los desacoplantes previenen la Acidez interna, asi, a un
pH externo alcalino los desacoplantes alcalinizan el pH interno
dafiando el complejo liberador de oxigeno, mientras que en un pH
externo Acido, los desacoplantes acidifican el pH interno en un
rango favorable para la T.E. oxigénica (5,17.64).

Debido a gue la DFAG inhibe la T.E.D., fue necesario obtener
informacién sobre la localizacidén del sitio de inhibicién de DFAG

en la cadena redox para poder dicernir si su efecto era de tipo

il
ha
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Fig 4. Efecto de DFAQ sobre la T.ED.

y las Rxn: DAD*MV, Agua’DAD y PMS>MV.
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"ADRY" o no, se evaluaron las reacciones parciales mostradas en la
figura 4. En dicha figura se observa gue el sitio de inhibicién de
DFAG se localiza entre el sitio de donacién de electrones del PMSr
al F§ 1 {(en cloroplastos con la FC desactivada con cianuro) vy el
sitic donde acepta electrones el MV, va que la T.E. en éste tramo
de cadena redox es 1nhibida por DFAQ; por éste dato se deduce que
DFAG no es un inhibidor tipo "ADRY" vya que éstos inhiben la
fotslisis del agua. La anterior conclusidn esta soportada por las
siguientes evidencias:

alla T.E. Agua:DAD no es inhibida por DFAR, por lo que
la T.E. dependiente del FS I]1 no es afectada.

b)La T.E. dependiente del FS I es inhibida: DAD>MV vy
FPMS>MV son inhibidas en forma y porcentaja similar a la inhibicién
presentada por la T7.E.D., v por exclusidén de los componentes de
éstas reacciones asumimos gque el sitio de inhibicidn en la cadena
redox tilacoidal para DFAG, se 1localiza en el segmento que

involucra la T.E. de FPMS>MV.

6. 2. CARACTERIZACION DEL EFECTO DE DoHFAQ, DBAQ, DMBAQ, (-) y
C+)DFHMEAQ: Estas guinonas manifestaron un mismo patrén en su
efecto sobre la fotosintesis in vitro, inhibiendo la sintesis de
ATF, la C.P., v las T.E.B.. T.E.A., ¥y T.E.D. (figuras 5. 6. 7., 8,
y 9. La inhibicién de la T.E.D.. cuya T.E. no es controlada por
la tasa de sintesis de ATF, o por el ApH ocurrente en condiciones
acopladas v basales respectivamente, es caracteristico de un
inhibidor de la T.E. fotosintética; asi la inhibicién de la C.P. y
de la sintesis de ATP es refleljo de la inhibicién de la T.E.EB. vy

T.E.D respectivamente. For lo tanto DoHFAG., DBAG, DMBAG., (=) ¥y
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Fig 5. Efecto de DoHFAQ sobre las Rxn

fotosinteticas C.P, Sint. ATP y TE.

400
360K
300 F
260 \F__q_h_____ﬁ___‘
N
200}
I
150 Ne—
} B —
so . zr
0 : : f : i
0 50 100 150 200 250

——C.P.

[micromotar]
——8int. ATP —%TEB. —= TEA —+< TED.
Actividad en microeq e- (T.E.),

micromoles H+ (C.P) y micromoles
ATP (Sint. ATP) /(mg chi)(h).



M= -0 ABA~< =0

1600,
1400
1200
1000
800
600
400

Fig 6. Efecto de DBAQ sobre las Rxn

f

fotosinteticas C.P, Sint. ATP y T.E.

E ©

R J’

200

— C.P.

& B T T

50 100 150 200
[micromolar]

—— Bint. ATP —* TEB. -S TEA —“TED

Actividad en microeq e~ (T.E.),
micromoles H+ (CP) y micromoles
ATP (Sint. ATP) /(mg chiXh).

b

-

280



PE<—eD—0T QARQA—C<—=D>

Fig 7. Efecto de DMBAQ sobre {as Rxn
fotosinteticas C.P, Sint. ATP y T.E.
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Fig 8. Efecto de (-)DFHMEAQ eobre las
Rxn fotosinteticas C.P, Sint. ATP y TE.
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1+) DFHMEAD son 1nhibildores de la T.E. a traves de la cadena redox
tilacoidal.

fara la localizacion del sitio de 1nhibicién de éstas
quinonas se evaluaron las reacciones parciales cuyos resultados
se muestran en las fiquras 10, 11, 12, 13, v 14. Del anidlisis de
dichas figuras se determino gue DoHFAQ, DBAQ, vy DMBAG actuan a
nivel del FS I entre el sitio de donacidn de electrones del PMSe
al FS I {(en cloroplastos con la PC desactivada con cianuro) v el
siti1o donde acepta electrones el MV, similarmente a DFAG. Mientras
que {(-), v (+)DFHMEAR actuan a nivel del complejo cvyt be/f entre
el sitio de donacidn de electrones de la TMHGz al centro Fe-S vy
antes del cyt f a nivel del cyt bs/f. La anterior conclusién esta
soportada por las siguientes evidencias:

alLa T.E. Agua>DAD no es inhibido y por tanto la T.E.
dependiente del FS Il no es afectado.

b) La T.E. dependiente del FS I es inhibido de manera
diferencial por estas quinonas, pues DoHFAG, DBAQ y DMBAG efectan
la T.E. DAD>MV mientras que (=) vy (+)DFHMEAG no la afectan,
presentando por lo tanto diferente sitio de accidén cada grupo.

c) La T.E. dependiente del FS 1 afectada por DoHFAG,
DBAG y DMBAG: La inhibicidn de las T.E.D., DAD>MV vy PMS>MV fue
similar (excepto por DoHFAQ que afecta mucho mas la DAD:>MV,
discutido después), asi, los datos sugieren que el sitio de
inhibicidén, para estos derivados. en la cadena redox tilacoidal se
localiza entre el sitio donde el PMS dona electrones al FS I (en
cloroplastos con la FPC desactivada con cianuro) yv el sitio donde

el MV acepta electrones desde la cadena redox.
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Fig 10. Efecto de DoHFAQ sobre la T.E.D.

y las Rxn: DAD°’MV, Agua°DAD y PMS>MV.
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Fig 11. Efecto de DBAQ sobre la T.E.D.
y las Rxn: DAD>MV, Agua:MV y PMS:MV.
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Fig 12. Efecto de DMBAQ sobre la T.E.D.
y las Rxn: DAD°MV, Agua’DAD y PMS>MV.
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Fig 13. Efecto de (-JDFHMEAQ sobre la
T.ED. y las Rxn indicadas.
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Fig 14. Efecto de (+)DFHMEAQ sobre la
T.ED. y las Rxn indicadas.
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d) Como (-) y (+)DFHMEAQ no afectaron las T.E. #Agua>DAD
y DabD>MV, aun cuando afectan la T.E.D., se procedid a evaluar la
T.E. que incluyera los acarreadores electrdénicos, no incluidos en
las reacciones no afectadas, utilizando para dicho fin la T.E.
TMOGH2 *MV:, gue al ser inhibida en forma y proporciédn semejante a
la T.E.D., nos indicd aque en el segmento afectado por estos
isdmeros de la DFHMEAR se localiza entre sitio donde la TMGHz dona

electrones {(centro Fe-5) y antes del cyt + en el cyt bes/Ff.

Los estudios realizados por otros autores, acerca de
p—benzoquinonas sustituidas que interfieren con la T+E.
fotosintética (13,48,62,63,75,89,91,92), han mostrado que el sitio
de inhibicién por p—benzoguinonas es fuertemente dependiente de el
patrén de sustitucidén gque presenten, y de esta inhibicién
diferencial de la T.E.. se ha planteado (63) que los acarreadores
participantes en las reacciones redox de la PQ son diferentes vy
por lo tanto el modo de dnion de las p-benzoquinonas en las
enzimas redox tambien 1lo son, ésto evidenciado por que la
inhibici$n por p—-benzoguinonas a nivel del cyt bs/f¥ es gobernada
principalmente por la lipofilicidad, mientras gue la inhibicién en
Ge en el FS 11 es reqgido por el parimetro estérico (63).

For lo tanto, el hecho de gue las guinonas agui evaluadas no
afecten la T.E. a nivel de G puede deberse al alto grado de
impedimento estérico de sus sustituventes, suposicidn apoyada por
los reportes de p-benzoquinonas alquilamino sustituidas (13)
inhibidoras de la T.E. a nivel de Gs v de la T.E. DAD>MV, ademis
de un anidlogo amino sustituido de DBMIB (63) el cual actda tanto a

nivel oe G como en el centro Fe-S del cyt bs/f.
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La diferencia en el sitio de i1nhibicidn entre los i1someros de
DFHMEAL v los demas derivados (DFAG, DoHFAQ, ODBAG, v DMEAQ),
suponemos que se debe a las diferencias en lipofilicidad. va que
la funcieén alcohol {hidroxilao) alifitico presente en (=) v
(+)DFHMEAGQ modifica 1la lipofilicidad presente en los otros
derivados: s1 bien no descartamos la posibilidad de que la
posicisdn del fenilo a dos atomos de carbono del nitrdagen en los
sustituventes de (-) y (+) DFHMEAQ sea importante para su unién al
cvt bs/¥, v que esto sea 1mpedimento para la unidn de DFAG,
DoHFAQ, DEBAG, v DMBAG al sitio receptor de los isomeros de DFHMEAG
en el cyt be/f.

La inhibicidén de la oxidacién de POHz ha sido asociada con el
centro Fe-S del cvyt bes/f (4?.48!. For ejemplo, batofenantrolina
(36) es un quelante de Fe; DEMIB \% anidlogos (27,36),
dinitrofenileter alogenados (15,36), y UHDBT (36) interaccionan
con el centro Fe—-S del cyt bes/f.

Generalmente se asume gue DBMIB es un inhibidor competitivo
de la oxidacidén de POHz., pero no se han reportado datos rigurosos
para soportar dicha sugestisn (27), sin embargo, DBMIB modifica la
sefial EPR del centro Fe-Sred (reducido), de lo que se ha aceptado
que DBMIER se asocia antiferromagnéticamente con el centro Fe-Sred
(273 en tanto UHDBT vy los dinitrofenileter alogenados sélo
modifican ligeramente dicha seffal (48),. ademis el efecto de éstos
comouestos sobre la relajacién de la exitacién de Froo es
diferente a la inducida por DBMIB (77), por 1lo que se plantean
diferentes sitios de 1inhibicidén. El descubrimiento del
desplazamiento de DBMIE por UHDET , dinitrofenileter alogenados v

FO (48B), evaluado por cambios en la sefial EPR, aunado a los
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reportes anteriores ha permitido describir el sitio de inhibicidn
de la oxidacian de FGHz, como un sitio en la proteina asociada con
el centro Fe—-5; la unién de los analogas de p-benzoguinona vy
presumiblemente FOHz, debe ser en este sitio. lo que provoca un
efecto pronunciado en la sefial EFPR del centro Fe-S5 vy sus
propiedades redox (47); un segundo sitio de unidén debe estar
presente pero no tan cercanamente asociado con el centro Fe-S§ va
que s&lo un pequefio cambio en la seflal EPR es provocado por la
unién del inhibidor, este sitio de unién es para diversos
inhibidores tales como dinitrofenileter alogenados y UHDBT; por el
desplazamiento de las p-benzoguinonas con los compuestos del
segundo sitio, los dos sitios pueden estar sobrelapandose en la
ferroproteina dentro del dominio del centro Fe-5 en el cyt be/f.
(=) y {(+)DMFHEAQ inhiben a nivel de la oxidacién de PQHz; por
ser éstas dos quinonas anilogos 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 aqul

presentados no permiten ser concluyentes.

Novedosamente encontramos que DFAG, -DBAG, DMBAR, vy DoHFAG
inhiben a nivel del FS5 I, efecto que no se ha reportado con
anterioridad para p—benzoquinonas. El1 MV acepta electrones desde
los componentes Fe/Fa del FS5 I (43,79), al igual que la
ferrodoxina ., vy por lo tanto el sitio de inhibicidén para DFAQ,
DBAG, DMBAG, y DoHFAQ se localiza en el segmento de la cadena
redox: FProo—fo—At-Fx~Fe/Fa. Analogamente a los isdmeros de
DFHMEAG, es probable que éstas p-benzogquinonas esten inhibiendo la

T.E. por interaccidén con algin centro Fe-S de el segmento
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mencionado o en el sitio de A, pero no podemos afirmarlo ni
indicar el sitio preciso con los datos aqul presentados.

La mayor sensibilidad de 1la reaccion DAD-MV por DoHFAG
(Figura 10) es semejante a lo reportado para DBMIR, cuvo efecto es
potenciado en presencia de ascorbato (72,93)., la explicacion dada
a ¢ste fendmeno es que el ascorbato reduce a DBEMIB, en cuya forma
(guindlica) es un mejor inhibidor de la T.E., siendo probable por

lo tanto. gque suceda lo mismo con DoHFAG.

6. 3. RELACION ESTRUCTURA-ACTIVIDAD

6.3.1. DESACOPLAMIENTO DE LA T.E.: La presencia de nitrégeno
en la estructura molecular de DFAG, nos sugiere 1la participacién
del nitrdgeno en la actividad desacoplante de &sta guinona.

Se ha concluido (920) que existen dos tipos de desacoplantes
con grupo amino en su molécula:

1)Un grupo de derivados de aminas alifaticas basicas en
los gue la lipofilicidad es el factor quimico mas i1mportante.

2)0tro grupo de compuestos énn un -NH- entre dos
sistemas aromiticos en los gue el factor electrdédnico es el mAs

importante.

Las siguientes observaciones apovan la posibilidad de que
DFAGQ pertenezca al grupo de desacoplantes amino aromiticos:
alDesacoplantes amino aromaticos, por ejemplo
difenilaminas sustituldas {61,64), anilinotiofenos (73) v
N—aril-N°" N-dialquil-1,2-etanodiaminas (90}, dependienda de su

sustitucion aromitica pueden actuar como compuestos ADEY. o como
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inhibidores de la T.E. en otro (s) sitio (s) de 1la cadena redox
tilacoidal: tal como sucede con DFAG (Figura 4).

bJEn el caso de difenilaminas sustituidas (61.64),
anilinotiofenos (73) v N-aril-N’ N-dialquil-1.2Z2-etanodiaminas
(901, la sustitucidén en orto y en para, en el anillo del fenilo,
afectan al anillo aramitico, donando o atrayendo densidad
electrénica; los grupos electrén—atractores potencializan tanto el
efecto desacoplante como la inhibicidn de 1la T.E., va que al
atraer la densidad electrénica del fenilo, el fenilo atrae
densidad electrénica desde el nitrdgeno f(del amino), 1lo cual
provaoca acidez en el hidrégeno unido al nitrégeno., que determina
la capacidad desacoplante, Yy para la inhibicién de 1la T.E.
probablemente por 1la generacién de dipolos intramoleculares.
Comparando los efectos de DFAQ y DoHFAQ@, sobre las T.E.B y T.E.A.
(Figuras 3 y 5), se observa como la sustitucién del hidrégeno en
orto del fenilo por un hidroxilo (DoHFAG). provoca perdida de la
actividad desacoplante; cabe aclarar que el hidroxilo en un
sistema aromitico actua como un grupo electrén—-donador (&6&9), de
esta manera aumenta la densidad electrénica del fenilo y por lo
tanto del nacleo difenilamino-p-benzoguinona, disminuyendo la
acidez del hidrégeno unido a los nitrdgenos de los sustituyentes,
concordando con el planteamientoc para el efecto electrén—atractor
aromatico en el desacoplamiento de difenilaminas sustituidas,
anilinotiofenos v N-aril—-N*,N-dialquil-1,2-etanodiaminas; sin
embargo, la inhibicién de la T.E. no presenta el mismo patron de
afeccidén por sustitucidn aromiatica (discutido en la sig seccidén).

c)Al separar el fenilo del amino con uno (DBAQ y DMBAQ)

o0 dos Atomos de carbono ((-) y (+)DFHMEAG) en los sustituyentes de
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los derivados agul estudiados, provoca onerdida del efecto
desacoplante presentado por DFAG, sugiriendo gue la funcisn

anilina (-NH-fenilo) es necesaria para su actividad desacoplante.

6.3.2. INHIBICION DE LA T.E.: La cingética de inhibicién de la
T.E.D., para las quinonas., en un mismo pool de cloroplastos se
muestra en la fiqura 15. Como se observa, el comportamiento de
inhibicién fue similar (aunaque en diferente grado) para todas
éstas quinonas, presentando el siguiente orden de inhibicidén
decreciente: DoHFAB > (-)DFHMEAQ > (+)DFHMEAG > DMBAG > DBAG >
DFAQ:; Lo observado en la cinética de i1nhibici®dn 1ndica que cada
una de estas quinonas no presenta mis de un sitio de unidn, vy
observandose miaxima inhibicién a 250 uM. Con el fin de obtener un
orden de inhibicién mixima confiable, se evalué la T.E.D. a 250 uM
con cinco repeticiones, los resultados (tabla 3) indican el
siguiente orden de inhibicidén decreciente : DoHFAQR > (-)DFHMEAG >
(+)DFHMEAG = DBAG = DMBAG > DFABQ. Sin embargo. teniendo en cuenta
la inhibicidén diferencial de los isdmeros de DFHMEAG del resto de
las quinonas (seccidén 6.2), se deducen dos aspectos:

1)El orden de inhibicién decreciente a nivel del cyt
bs/f es: (=) > (+)DFHMEAQ; y

2)El orden de inhibicidén decreciente a nivel del FS I
es: DoHFAG > DBAG = DMBAG > DFAG.

En el primer caso las diferencias en el % de inhibicién de la
FaEs por parte de los isdmeros de DFHMEAG indican
estereoespecificidad en la uniédn de esta guinona a al sitio donde
inhibe; los is®meros son moléculas que difieren en su orientacidn

espacial absgluta de los sutituventes en uno o mas carbonos
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Fig 156. Efecto de los derivados de
p-benzoquinonas sobre la T.ED.
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T 1
i
Compuesto. “ de i1nhibicion.

i
DFAG ' 17 2 2
DoHFAQ 77 t 2
DBAG 36 13
DMBAG 31 22
(—) DFHMEAQD 5% 2 1
(+) DFHMEAQ 30~ 3

Tabla 3. Porcentaje de inhibicién de la T.E.D. por derivados

de p-benzoquinona (5 repeticiones, X ¥ D.E.).

asimétricos (49). por tanto la esterecespecificidad refleja los
requerimientos espaciales del sitio receptor de la molécula de
inhibidor (2)3: asi{ la estructura absoluta de (-) DFHMEAG (figura
16) cumple meijor los requisitos estereocespaciales del sitioc de
unién para DFHMEAG en el compleijoc proteico del cyt bes/f. Este
fendmeno de la estereocespecificidad se ha reportado para
diferentes inhibidores de O en el FS II (23,34,35,53).

Para el caso del orden de inhibicidén en el FS 1I: En primer
lugar, la separacidén por un carbono entre el amino v el fenilo de’
los sustituyentes en estas quinonas provoca un ligero incremento
en la actividad inhibitoria de la T.E.3; asi, DFAQ inhibe un 17% en
tanto DBAG y DMBAG presentan aproximadamente el doble de dicho ¥
de i1nhibicién, ésto puede deberse al aumento en la capacidad de
reacomodo (mavilidad) del fenilo, debida a la introduccidén del

metileno; de esta forma, los fenilos de los sustituventes de DBAQG
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Figura 16. Estructura absoluta (espacial) de la (-)DFHMEAQG

[17t5), 2% (R)-DFHMERQ].

vy DMBAGQ pueden orientarse de tal manera que se presente una mejor
interaccidn {que la presentada pn; DFAG) del nicleo
diamino—-p-benzoquinona, con regiones especificas del sitio de
unisn en el complejo proteico del FS I, de forma ,similar a lo
encontrado para fenil-2-cianocacrilatos, inhibidores de la T.E. en
el FS II (34). Por otra parte la cnmparacién del 4 de inhibicién
entre DFAB (17%) y DoHFAG (77%), refleja que la sustitucidn de un
hidrégeno por un hidroxilo (elgctrén—dunante) en posicién orto, én
el fenilo de los sustituyentes de DFAG, incrementa
considerablemente la actividad inhibitorias; inicialmente pensamos
gue probablemente la densidad electrénica 1i1introducida por les
hidroxilos en el micleo 2,5-difenilamino—p-benzoquinona podia
participar en la i1nteraccidén con 21 sitio receptor en el FS 1.

incrementando asi1 la inhibici4n de la T.E.3 de manera similar al



efecto electron—donante de sustituyentes aromaticos. favorable
para la inhibicién de la T.E. dependiente del FS 1] reportado para
anilidas, ureas y carbamatos (52,83), cuvas estructuras qgenerales

son representadas en la figura 17.

™ ’.1\@

Figura 17. Estructura general de anilidas (Y= alquil), ureas

(Y= alquilamino) y carbamatos (Y= alcoxi).

Sin embargo como las dos estructuras con indice mayor de
inhibicién de la T.E. presentan en comin un hidroxiloc separado por
dos carbonos del nitrégeno, en los sustituyentes (DoHFAG v
{—)DFHMEAG) . aun cuando su sitio de inhibicidén no sea el mismo,
sugirid la posibilidad de que ésta caracteristica del sustituyente
fuera i1mportante para la inhibicidén.

Con la intencién de dicernir entre un efecto aromitico
electrén—-donante y uno de sustitucidn en posicidn orto del
hidroxilo en el fenilo de los sustituyentes de DoHFAG, se evalud
el efecto de dos nuevas quinonas la DpHFAG vy 1la DoMxFAB (ver
estructura de los sustituventes en la tabla 4); estas quinonas
inhiben las T.E.B v T.E.A. (datos no mostrados).,. los resultados
del efecto sobre la T.E.D. y las reacciones parciales (figuras 18

v 19) indican que el sitio de inhibicidén es el mismo presentacdo



por DoHFAG. Tambien se evalus la T.E.D. a 250 M, con cinco
repeticiones, de DpHFAGQ v DoM:~A4Y. usando a DoHFAB como control
{tabla 3). DpHFAL inhibe el T.E.D. aproximadamente al doble que lo
hace bFﬁD (tabla 3, demostrando de esta manera la contribucién
electréon—donante de 1la sustitucican aromitica del hidroxilo,
favorable para la inhibicion de 1la T.E.: por otro lado, la
diferencia en 1inhibilicidén entre DoHFAQ v DpHF &G refleja
notoriamente como la sustitucion en orto es mas favorable para 1la
inhibicidén gue la correspondiente sustitucidn en para del fenilo;
de lo anterior podria asumirse gque la contribucidn
electrdn—donante de la sustitucién aromatica del hidroxilo es
diferencial: sin embargo, el efecto erxhibido por DoMxFAQ, gue bajo
la suposicidn de una simple contribucidén electrén—donante en orto

favorable para la inhibicidn de la T.E.. su actividad inhibitoria

DpHFAG OH
(2,5-di-(p-hidroxifenilamino)

-p—benzoquinona)

- —N
H
DoMxFAG
(2,5—di-(o—-metoxifenilamino)
- =N
-p—benzoguinona) H OCHs

Tabla 4. Férmula estructural de los sustituventes, nombre vy

abreviacidn para los dos nuevos derivados de p—benzoguinonas.
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Fig 18. Efecto de DpHFAQ sobre la T.E.D.
y las Rxn indicadas.
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Fig 19. Efecto de DoMxFAQ sobre la
T.E.D. y las Rxn indicadas.
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deberia ser mayor O i1gual a la presentadapor DoHFAG ipues el
alcoxilo (-0OCH3s) es un grupo ligeramente mejlor electréon—donante,
2n sistemas aromiticos., comparado con e] hidrovilo (&%) )., v que
al no suceder. 1ndica la 1mportancia del grupo Mhidroxilo en la
posicion orto en el feniio de los sustituventes: este
reguerimiento puede ser reflelo de la participacion de puentes de
hidrégeno en la interaccien con el sitio receptor de DoHFAD en &1
FS I, si bien no podemos descartar la participacidsn de los
electrones no apareados del oxigeno hidroxilico (los cuales son
m&s reactivos gue los electrones no apareados del axigeno
alcoxilico (&9) ) en la formacidn de un compleio de trans+terencia

de carga.

Compuesto % de inhibicién
DoHFAQ 80 + 2
DpHFAG 36 v 3
DoMxFAG 30+ 2

Tabla S. Porcentaje promedio de inhibicidén de la T.E.D. por

derivados de p-benzoguinona. (cinco repeticiones, x ~ D.E.

5%



7.0. CONCLUSIONES:

ad) La forma de accion de los der ivados de
p—benzoquinonas estudiadas en éste trabaljo fue fuertemente
dependiente de la sustitucidn; Los resultados encontrados indican
que DFAO actua como un 1nhibidor-desacoplante debil; v gue DoHFAG,
DpHFAQG, borx=FAGQ, DBAG, DMEBAQ, (=) V] (+) DFHMEAD actuan como
inhibidores de la T.E..

b) La presencia del grupo -NH-fenil en la sustitucidn

n

2,5 del nucleo benzogquinona es esencial en la actividad

desacaoplante de DFAG, y la sustitucidén de un grupo
electrédn—donador en posicidén orto v para del fenilo de los
sustituyentes (DoHFAG., DpHFAG v DoM=FAQ) provoca perdida de la
actividad desacoplante; estos datos estan de acuerdo de acuerdo al
modelo de los desacoplantes amino aromaticos.

c) DFAG, DoHFAG, DpHFAG. DoMxFAQ, DBAQ y DMBAQ, inhiben
la T.E. en el FS I, probablemente en alguno de sus centros Fe-S o
en Ar; en tanto que (-) vy (+)DFHMEAG inhibe 1la T.E. en el cyt
bs/f, muy probablemente su centro Fe—-S5; la diferencia en el sitio
de inhibicidén entre los primeros y la DFHMEAQ. puede ser reflejo
de las diferencias en lipofilicidad (introducida por el alcohol
alifatico presente en los sustituyentes de DFHMEAQG) .

d) La 1inhibicidn por DFHMEAQ fue estereocespecifica,
siendo su 1sdmero () el mas eficiente en la interaccién (e
inhibicion de la T.E.) con el sitio receptor en el complejo
proteico del cyt be/F.

2) La inhibicién de la T.E. a nivel del FS5 1 presenta

dos aspectos:

&0



1} guando los sustituventes 2.9 son —-NH-tenil. la mavor
inhibicidn requiere la presencia del arupo  tuncional hidrosiio
(DoHFAR! en posicidén ortojAdemis hav una pequefia contribucien de
sustitucidn electrén—donante aromatica en orto v para del fenilo
de los sustituventes (DpHFAG v DoMxFAQ) favorable para la
inhibicidén de la T.E.

2) La separacidédn del -NMH- vy el -fenilo (presente en DFAG) con
un aAtomo de carbono, provoca un peguefio i1ncremento en la actividad
(DBAGQ v DMBEAQ) 1nhibitoria de la T.E.: la cual suponemos se debe a
una mejor i1nteraccion del micleo Z,5-diamino-p—-benzoquinona con el
sitio receptor en el compleijio proteico del FS 1.

f) Los datos de este trabajo indican que la estructura
importante para la inhibicidn de la T.E. es la mostrada en la
figura 20, donde 1la caracteristica esencial es un hidrexilo
separado por dos Atomos de carbono  del nitrégenc. de los
sustituyentes. Asi, cuando el hidroxilo es aromatico. la unidn del
derivado de p-benzoouinona se da en un blanco receptor en el FS I3
y cuando el hidroxilo es alifatico. el derivado de p-benzoguinocna
actua en en 31 cyt bs/¥. Esta estructura (fig. 20) puede ser el
modelo para la sintesis de nuevos derivados para la busqueda de
estructuras analogas (a los derivados de p-benzoquinonas aguil
estudiados) con mayor potencia inhibitoria de la TuEs
fotosintetica.

g) For ultimo es, importante remarcar la 1mportancia de
la inhibicien de la T.E. en el FS 1 por p—-benzoquinonas, va que,
no se han reportado en la literatura i1nternacional: v ademas, se
sabe gue el uso i1ndiscriminade por muchos afos., d2]l mismo tipo de

herbicida. ha favorecido la aparicion de biotipos de malezas
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resistentes a los compuestos aplicados
compuestos estan los gue inhiben la T.E. a
acuerdo con lo encontrado en este trabajo.

posibilidad de explotar éste nuevo sitio

(S57); entre

nivel de 08

se plantea

éstos

(87). De

agui , la

de inhibicién

cadena redox del tilacoide, con derivados de p—-benzoguinona,

combatir malezas resistentes a herbicidas inhibidores

fotosintética a nivel de Op en el FS I1I.

Figura 20. Estructura i1mportante., propuesta para

de

una

en la

para

la T.E

mayor

inhibicidn de la T.E., de los derivados de p-benzogquinonas agui

reportadas.
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