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RESUMEN

Las plagas son poblaciones de animales, plantas o fungicas que atacan y
destruyen los cultivos, y son un tema de interés para los productores de alimentos,
ya que sus efectos se traducen en pérdidas econdmicas si no son controladas o
erradicadas. Los plaguicidas son sustancias quimicas utilizadas para el control de
las plagas y dentro de los plaguicidas encontramos a los herbicidas, sustancias
quimicas para el control de malezas, que son plantas que crecen donde no son
deseadas por el hombre.

Los acidos grasos son moléculas lipidicas que consisten de cadenas
hidrocarbonadas de longitud variable con un grupo carboxilo (-COOH) en un
extremo y un grupo metilo (-CHs) en el extremo terminal, algunos de ellos como el
acido linoleico, el oleico, el miristico y el estearico, entre otros, han sido ensayados
por diferentes autores para observar su efecto en la fase luminosa de la
fotosintesis, en especial como inhibidores de la reaccion de Hill.

E inclusive el acido pelargénico, un acido graso alifatico de 9 atomos de
carbono que esta presente en muchas plantas ha sido utilizado como herbicida en
los Estados Unidos.

En nuestro laboratorio, en la busqueda de metabolitos secundarios con
posible actividad herbicida, se encontré que las fracciones, hexanica de la planta
Cecropia obtusifolia y cloroférmica de tallos de Xylosma flexuosa, dichas
fracciones inhibian la fotofosforilacion en cloroplastos aislados de hojas de
espinaca con valores de Iso de 94.2 y 8.5 ug/mL respectivamente, dichas mezclas
contenian acidos grasos como el estearico (18:0), araquidico (20:0), laurico (12:0),
palmitico (16:0) y linoleico (18:1).

Por esta razén, en este trabajo, se evaluaron los efectos de varios acidos
grasos como el palmitico, palmitoleico, estearico, oleico, linoleico, linolénico,
araquidico y araquidonico en cloroplastos aislados de espinaca, con la finalidad de
determinar su efecto en la cadena transportadora fotosintética y conocer si estos
acidos grasos también pueden ser empleados como posibles herbicidas. Los

ensayos se corroboraron con estudios de fluorescencia de la clorofila a (Chl a) y



los resultados encontrados se compararon con los resultados de estudios
anteriores reportados en la bibliografia.

Se encontré que los acidos grasos que resultaron activos como inhibidores
del transporte de electrones fotosintético fueron aquellos que presentaban dobles
enlaces en su estructura (desde uno hasta cuatro), los acidos grasos saturados no
presentaron efecto inhibitorio. Los acidos mas activos como inhibidores del
transporte de electrones desacoplado fueron el oleico y el araquiddnico, cuyos
valores de Iso fueron de 13.12+ 7.9y 17.19 £ 4.0 yM respectivamente. El sitio de
inhibicion encontrado para los acidos grasos activos fue el lado aceptor de
electrones del fotosistema Il (FS Il), similar al encontrado para el DCMU, sin
embargo, el acido oleico y el palmitoleico también inhibieron el lado donador de

electrones del FS I, lo cual fue observado por medio de ensayos de fluorescencia.



INTRODUCCION

Las malezas compiten con las plantas de interés agrondmico por los
nutrientes del suelo, agua y luz. Si las malezas no se controlan a tiempo pueden
causar disminucion en el rendimiento del cultivo y la superficie cultivable (Auld,
1996; Menalled, 2010).

En 1968, Katoh y Pietro propusieron que los acidos grasos inducian la
inhibicién de la reaccion de Hill como resultado de un dafio en el fotosistema II.
Dichos autores mostraron que el acido linolénico aparentemente inhibia tanto el
fotosistema Il (FS 1) como el fotosistema | (FS 1), mas tarde Cohen y
colaboradores en 1969 corroboraron los resultados de Katoh y Pietro al ahadir
concentraciones crecientes de acido linolénico a preparaciones de cloroplastos
aislados de diferentes plantas y de algas como Chlorella y Porphyridium, midiendo
la emision de fluorescencia con un espectrofluorimetro en un cuarto frio a bajas
temperaturas (-196 °C) y también a temperatura ambiente. Ademas, midieron el
efecto de los acidos grasos en la reduccion del ferricianuro en estas mismas
preparaciones, determinado como liberacion de oxigeno. Otros acidos grasos
saturados como el laurico, el miristico y el estearico también fueron ensayados por
Cohen y colaboradores en 1969, pero no mostraron efecto, o el efecto fue
insignificante.

Se sabe que el estrés y la senescencia en las plantas inhiben el transporte
de electrones fotosintético (Kaniuga et al., 1986), esta inhibicion ha sido
correlacionada con la presencia de acidos grasos, especialmente los
poliinsaturados, los cuales son liberados desde los lipidos de las membranas, por
la accién de las lipasas endogenas McCarthy y Jagendorf (1965), la adicion de
acido linolénico a cloroplastos frescos y lisados causa un dafio semejante al que
ocurre cuando los cloroplastos son aislados a pH 6.0 o inactivados por un
calentamiento ligero, sugiriendo que el calor también activa a las lipasas
hidrolizando los lipidos de las membranas y liberando los acidos grasos.
(McCarthy y Jagendorf, 1965), también propusieron que los acidos grasos disocian
la actividad del flujo de electrones de la fotofosforilacién actuando de este modo

como desacoplantes, lo que posteriormente fue demostrado por Siegent en 1973,



quién encontré que algunos acidos grasos (linolénico, linoleico y oleico) se
comportaban como disociadores de la actividad del flujo de electrones de la
fotofosforilacion, actuando asi como desacoplantes, encontrandose una
correlacion entre el dafo a las membranas fotosintéticas durante el estrés y el
envejecimiento con la presencia de acidos grasos libres (Golbeck et al., 1980).

En 1983, Vernotte y colaboradores demostraron que al adicionar acido
linolénico a tilacoides aislados de chicharo se inhibia el transporte de electrones
fotosintético a nivel del FS Il con un mecanismo similar al del diclorometil urea
(DCMU).

En 2003, Peters y Chin, encontraron que el acido palmitoleico (16:1), un
acido graso monoinsaturado inhibe el transporte de electrones, con una inhibicién
rapida (30 s aproximadamente), en el lado oxidante del FS Il (~ 90 % de inhibicion)
sin inhibir el lado reductor. La actividad del FS | fue inhibida 65 % por este acido,
esta inhibicidn no correlaciona con la per-oxidacion de los lipidos, pero si con la
pérdida de proteinas de la membrana tilacoidal como la plastocianina (PC), la
proteina estabilizante de manganeso (MSP), el citocromo f (Cyt f), proteina PsbA
del centro de reaccion del fotosistema Il (D1) y proteina PsbD del centro de
reaccion del fotosistema Il (D2).

Por otro lado, los acidos caprilico y pelargénico de 8 y 9 atomos de carbono
respectivamente son herbicidas efectivos, no selectivos de amplio espectro para
especies de malezas anuales (Coleman y Penner, 2008).

En la busqueda de compuestos naturales que inhiban la fotosintesis, Ledn
(2009) encontré que la fraccion cloroférmica de tallos de la planta Xylosma
flexuosa y Morales-Flores (2010) que la fraccion hexanica de la planta Cecropia
obtusifolia, inhibian la fotofosforilacion en cloroplastos aislados de hojas de
espinaca con valores de Iso de 94.2 y 8.5 pg/mL respectivamente, ambas
fracciones compuestas por mezclas de acidos grasos. Las mezclas estaban
conformadas por acidos grasos como el estearico (18:0), araquidico (20:0),
behénico (22:0), pero también contenian en menor cantidad, acido laurico (12:0),
palmitico (16:0) y linoleico (18:1). En este trabajo se ensayaron acidos grasos con

longitud de cadena desde 16 hasta 20 atomos de carbono sin y con insaturaciones



(desde uno hasta cuatro) para conocer su efecto en el transporte de electrones
fotosintético utilizando las técnicas polarograficas y de la fluorescencia de la Chl a

en cloroplastos frescos aislados de hojas de espinaca.



ANTECEDENTES

Malezas

Aquellas plantas que interfieren con la actividad humana en areas
cultivables son consideradas malezas (Labrada y Parker, 1996). La agrupacion de
las malezas es subjetiva y no hay clasificacion absoluta, en la tabla 1 se muestran
las diferentes maneras de como se pueden clasificar los tipos de malezas
(Mortimer, 1996).

Tabla 1 Algunas clasificaciones de las malezas. Tomado de Mortimer, 1996.

Clasificacion Incluyen

. _ e Anuales: Tiempo de vida menor a un afo.
Ciclo de vida . _
e Perennes: Viven por mas de un afo.

e Hoja angosta: Como gramineas vy
Ciperaceas.

Tipo de hoja e Hoja ancha: Como el amaranto.

e Rastreras: Tallo postrado en la superficie

del suelo.

e Erectas: Tallo vertical.

o o e Trepadoras o enredaderas: Crecimiento
Habitos de crecimiento .
sobre otras plantas teniendo como base el

suelo.

El control de las malezas es indispensable para tener un mejor rendimiento
en los cultivos. Para poder manejar adecuadamente cualquier tipo de maleza se
deben de tener en cuenta factores como la identificacion de la maleza y su grado
de infestacion; asi como métodos de control efectivos, viables econdmicamente y
con bajo impacto ambiental (Labrada y Parker, 1996; Menalled, 2010; Urzua,
2016)



Los métodos de control de malezas de acuerdo con Labrada y Parker
(1996) incluyen:

Métodos preventivos: procedimientos de cuarentena, para prevenir la
presencia de malezas al area de cultivo.

Métodos fisicos: procedimientos manuales con la ayuda de
herramientas como la azada o el machete, asi como labores de cultivo.
Métodos culturales: como la rotacion de cultivos, distancia de siembra,
policultivos y manejo de agua entre otros.

Control biolégico: a través de enemigos naturales especificos para el
control de las malezas.

Control quimico: mediante el uso de compuestos naturales o sintéticos

llamados herbicidas.

Herbicidas

Un herbicida es una sustancia o mezcla de sustancias quimicas utilizada

para erradicar o inhibir el crecimiento de poblaciones de malezas. Los herbicidas

se clasifican de acuerdo a su aplicacion, selectividad, tipo de absorcion,

comportamiento en el suelo, tipo de accion y familia quimica (Macias, 2012). En la

tabla 2 se presenta la clasificacion de herbicidas de acuerdo con Caseley (1996) y
Macias (2012).



Tabla 2. Clasificacion de los herbicidas (Caseley, 1996; Macias, 2012)

Clasificacion por: Tipos:

e Pre-emergencia: Aplicados después de la siembra pero
antes de la emergencia de la maleza y del cultivo.

Método de e Emergencia: Solo aplicados cuando las plantulas de las

aplicacién malezas brotan del suelo.

e Post-emergencia: Aplicados durante el crecimiento del

cultivo y de la maleza.

e Selectivos: Eliminan malezas sin dafar
o significativamente al cultivo.

Selectividad _ _ .
¢ No selectivos: Ejercen su accion sobre las malezas pero

también sobre el cultivo.

e Poco persistentes: De 1 a 2 meses
e De persistencia media: Activos al menos la mitad del

_ ciclo de cultivo
Comportamiento

e Persistentes: Todo el tiempo del cultivo y parte del
en el suelo

tiempo de cosecha.

e De largo poder residual: Un afio o mas.

¢ De contacto: Accion solo en area de la planta con la que
entran en contacto.
Tipo de accion e De translocacién o sistematicos: Son transportados a

toda la planta, raices, tallos, hojas etc.

e Compuestos organicos: En su mayoria compuestos
sintéticos.
Familia quimica | e Compuestos inorganicos: Generalmente sales de

metales, actian como herbicidas no selectivos.

Los herbicidas afectan en su mayoria la fotosintesis, pero también afectan

otros mecanismos como la divisién celular, el crecimiento, incluso algunos pueden
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afectar mas de un punto. En la tabla 3 se describen los puntos de accion de los

herbicidas (Mendoza, 2011).

Tabla 3. Sitios de accion de los herbicidas (Caseley, 1996; Mendoza, 2011)

Sitio de accion

Descripcién

Inhibidores de la fotosintesis

Desacoplantes y formacion de radicales
libres.

Destruccion de membranas.

Necrosis, apariencia mojada de la hoja y

desecacion.

Inhibidores de la sintesis de

pigmentos

Interferencia con enzimas de la sintesis de:

clorofilas, 'y carotenos, pérdida de
proteccion contra radicales y blanqueo

(clorosis).

Inhibidores de la sintesis de

lipidos

Afectaciones a la membrana celular.
Pérdida de la cuticula de las hojas.
Aumento de la susceptibilidad a plagas.

Necrosis de meristemos.

Inhibidores de la division

celular

Interferencia en la mitosis, puntas de las

raices abultadas.

Inhibidores de crecimiento

Mimetismo de hormonas.
Formacion de tumores y callos.
Pérdida de los

translocacién y absorcion.

mecanismos de

Inhibidores de la sintesis de

aminoacidos

Afectaciones a la sintesis de proteinas y
enzimas.

Alteracion del metabolismo.

11



Los herbicidas disponibles comercialmente que interfieren con la
fotosintesis son presentados como desacoplantes o aceptores de electrones,
generalizando el dafio en el transporte de electrones fotosintético en el extremo
reductor del FS Il. En la tabla 4 se presentan algunos ejemplos de herbicidas

sintéticos y su sitio de accion especifico.

Tabla 4. Herbicidas y su sitio de accion. Tomado de Flores (2015)

Compuesto Sitio de accién
Triazinas de Azufre Fotosistema Il (Esser et al., 1975)
Diquat y Paraquat (MV) Fotosistema | (Calderbank et al., 1976)
Glifosato EPSP sintasa (Franz et al., 1997)
Sulfonil ureas Acetolactato sintasa (Beyer et al., 1988)
Ariloxifenoxipropianatos Acetil-CoA carboxilasa (Cobb, 1992 )
Atrazina Oxidacion del agua (Campbell et al ., 2004)
Diuron Transferencia de electrones a plastoquinona
(Campbell et al., 2004)

Fotosintesis

La fotosintesis es el proceso por el cual las plantas, algas, cianobacterias y
bacterias fotosintéticas convierten la energia luminosa, CO2 y H20 en energia
quimica, es un proceso fundamental para la vida (Gonzalez et al., 2008).

La fotosintesis en las plantas comprende dos procesos: las reacciones
dependientes de la luz que ocurren cuando las plantas son iluminadas y las
reacciones de asimilacion de carbono. En las reacciones dependientes de la luz,
como su nombre lo indica, la Chl a y otros pigmentos fotosintéticos absorben la luz
y conservan la energia en forma de adenosin trifosfato (ATP) y nicotinamida
adenina dinucledtido fosfato reducida (NADPH), ademas se produce la liberacion
de O2. En las reacciones de asimilacion de carbono se utiliza el ATP y NADPH
para reducir el CO2, obteniendo como productos almidén y otros azucares (Nelson
y Cox, 2005).

12



Para explicar de manera general el fendmeno de las reacciones luminosas
o reacciones dependientes de la luz de la fotosintesis se utiliza el esquema Z
(Figura 1), el cual nos muestra la manera en que la fotosintesis oxigénica se lleva
a cabo a través de dos fotosistemas (FS Il y FS |) conectados en serie por medio
del complejo citocromo (Cyt) bef. En el complejo Cyt bef esta la proteina Rieske
conocida por tener hierro-azufre (Fe-S), un citocromo f y dos moléculas de
citocromo b, la molécula de plastocianina PC transfiere los electrones de Cyt bef a
FS 1.

Figura 1. Esquema Z para el transporte de electrones en la fotosintesis de agua a
nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADP*). Se muestran el FS Il 'y FS |
conectados a través del Cyt bef, asi como el sistema oxidante del agua, que
produce Oz y la produccién final de NADPH. En el sistema oxidante del agua y en
el Cytbef se produce un gradiente de pH que favorece la sintesis de ATP. Los
componentes redox se encuentran acomodados segun su participacion en el
transporte de electrones fotosintético y sus valores de potencial de reduccién, lo
gue resulta en un esquema que parece una zeta. Modificado de Stirbet, Govindjee
(2011).

13



Cloroplasto

Los organismos capaces de realizar el proceso de la fotosintesis son muy
diversos, pero podemos distinguir una particularidad ya que mientras los
procariontes fotosintéticos realizan dicho proceso en las membranas plasmaticas,
los eucariontes fotosintéticos lo hacen en membranas localizadas dentro de
organelos conocidos como cloroplastos (Garrett y Grisham, 2005).

Un cloroplasto presenta una doble membrana (interna y externa), la
membrana interna envuelve una sustancia llamada estroma, en la cual se
encuentran embebidos las granas que estan conformadas por los tilacoides, los
tilacoides son pequefias vesiculas membranales aplanadas y apiladas una encima
de otra (Figura 2), el interior del tilacoide se denomina lumen tilacoidal, las
membranas tilacoidales se encuentran llenas de pigmentos fotosintéticos, por ello
las reacciones de la fotosintesis ligadas a la luz tienen lugar en los tilacoides
(Garrett y Grisham, 2005; Nelson y Cox, 2005).

Figura 2. Imagen de un cloroplasto con sus componentes principales sefalados.

Figura adaptada de Nelson y Cox (2005).

14



Clorofila

La clorofila es un pigmento fotosintético contenido en los cloroplastos,
existen dos tipos la clorofila: a (Chl a) y b (Chl b), aunque las dos sean de color
verde su espectro de absorcion es suficientemente distinto para complementar el
rango de absorcion luminica uno al otro. La estructura de la molécula de clorofila
consiste en un sistema heterociclico de cuatro anillos unidos por enlaces sencillos
y dobles de manera alternada rodeando un nucleo de Mg?*, ademas de una
cadena de fitol (alcohol de cadena larga) esterificada a un grupo carboxilo
sustituido en el anillo IV (Figura 3). La clorofila siempre esta asociada con
proteinas especificas formando parte de los complejos cosechadores de luz
(LHCs), en estos complejos las moléculas de clorofila estan agrupados en relacion

con otros complejos semejantes dentro de una membrana (Nelson y Cox, 2005).

Figura 3. Estructura de una molécula de Chl a, se observa el anillo rodeando el
nucleo de magnesio y la cadena de fitol en el anillo 1V, la Chl b solo cambia en el
anillo 1l ya que CHO sustituye al CH3 original de la clorofila a. Figura adaptada de
Nelson y Cox, 2005
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Fotosistemas

En los centros de reaccion, donde se reciben los fotones, se encuentran
dos tipos de complejos proteicos asociados a Chl ay b, el FS Il y el FS |, aunque
ambos fotosistemas contienen el mismo dimero de clorofila, los picos de absorcion
son distintos, ya que mientras el FS | absorbe longitudes de onda de 700 nm
(conocido como P7o00) el FS Il absorbe longitudes de onda de 680 nm (Psso). EI FS
Il cuenta con un LHCs para las primeras etapas del transporte de electrones no
ciclico. EI FS | también cuenta con un LHCs, y lo utiliza para la segunda etapa del
transporte de electrones no ciclico, ademas recoge electrones energéticos de la
primera etapa proveniente del FS Il. La energia luminica es utilizada en este FS |
para potenciar la energia de los electrones y proveer de energia en forma de

coenzimas reducidas al ciclo de Calvin (Olmo y Nave, 2016).

El centro de reaccion Psso es el primer donador de electrones de FS Il
(Figura 4), como primer paso hay una molécula de feofitina (Phe), molécula de
clorofila pero sin el grupo Mg?* en el centro, como primer aceptor de electrones del
FS Il, posteriormente se encuentra PQa como la primera plastoquinona aceptora
de electrones y PQs como la segunda plastoquinona aceptora de electrones,
separando a ambas plastoquinonas se encuentra un ion de bicarbonato sujeto a
hierro, una vez que la PQs toma el electrén esta se separa del FS Il (Stirbet y
Govindjee, 2011). FS Il cuenta con un cluster tetranuclear de Manganeso-Calcio-
Oxigeno (Mn4OsCa) y Yz (tirosina-161 de la proteina D1), ya que después de que
cede un electron y queda como Psso+ debe volver a su estado reducido
recuperando un electron para poder capturar otro fotdn; entonces Yz que es su
donador inmediato, recupera su falta de electrones y protones oxidando el cluster
tetranuclear al llevar a cabo la fotdlisis del agua tomando cuatro electrones de un
par de moléculas de agua, liberando cuatro moléculas de hidrogeno y una de
oxigeno, y llenando asi con el electron faltante a la clorofila del FS Il (Nelson y Cox
2005).
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Figura 4. Fotosistema Il conformado por dos proteinas (D1 y D2). Enumerado en
circulos la figura muestra las secuencias de la ocurrencia de los eventos
fotoquimicos en el transporte de electrones, se observa la fotélisis del agua
namero 4 en la que toman lugar el clister tetra nuclear de Manganeso-Calcio-
Oxigeno (Mna) y la tirosina (Yz), con el nimero 3 se observa el reemplazo de los
electrones perdidos por parte del FS Il (Psso), con el nUmero 1 se observa el paso
de los electrones de Pego a la feofitina (Phe), el numero 2 representa la entrega de
la entrega de electrones a las plastoquinonas Ay B (PQay PQg) para su posterior
transporte al complejo citocromo y después al FSI. Figura tomada de Nelson y Cox
(2005).

Las reacciones que se llevan a cabo en el FS | (Figura 5) son similares a las
que suceden en el FS |l, el centro de reaccion excitado P7o0* cede un electron pero
en este caso a (Chl)Ao, que es una molécula especial de clorofila con un
funcionamiento homologo a la Phe del FS 1I, (Chl)Ao pasa su electréon a filoquinona
(Qk), posteriormente Qk transfiere el electron a una proteina hierro-azufre (Fe-S)
mediante tres centros Fe-S (Fx, Fa y FB), de aqui el electron se mueve a la
flavoproteina ferredoxina que transfiere electrones a NADP* para producir NADPH
(Nelson y Cox, 2005).
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Figura 5. Fotosistema | y la continuacion del flujo de electrones proveniente del
FSI, en esta imagen se observa el flujo de electrones llegados P70 para
posteriormente ser entregados en cadena a (Chl)Ao (clorofila anéloga a la Phe),
después a la filoquinona (Qk), luego a una proteina hierro-azufre (Fe-S)
conformada por tres centros Fe-S (Fx, Fay Fg) y por ultimo a la ferredoxina, el
punto final del trabajo de ambos FSI y FSIl es la entrega de recursos energéticos
en forma de NADPH para que pueda llevarse a cabo el ciclo de Calvin. Figura

tomada de Nelson y Cox 2005.

Reaccion de Hill

En 1937 Robert Hill encontré que una suspension de cloroplastos iluminada
en presencia de un aceptor de electrones liberaba O2, al mismo tiempo el aceptor
de electrones se reducia. Como aceptor natural de electrones tenemos a NADP*,
pero en el laboratorio se suele utilizar ferricianuro de potasio como aceptor artificial
de electrones que se reduce a ferrocianuro, ya que cualquier reactivo utilizado
como aceptor de electrones en esta reaccién se puede considerar como reactivo
de Hill. (Reaccion 1) (Cobb y Kirkwood, 2000; Lallana y Lallana, 2001; Taiz y
Zeiger, 2006).
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Reaccion 1. Ecuacién que muestra la reaccion de Hill como la fotorreduccion de
un aceptor de electrones a de una molécula de agua. Fuente (Lallana y Lallana,
2001).

Transporte de electrones estado basal, fosforilante y desacoplado

La accién de los inhibidores fotosintéticos se ha podido monitorear in vitro

midiendo la liberacion de O2 por parte de la reaccién la reaccion de Hill. La
diferencia en la cantidad oxigeno puede ser monitoreada mediante el uso de un
oximetro.
Saha y colaboradores en 1971 estudiaron los efectos de los diferentes aceptores
de electrones en el transporte de electrones no ciclico y como estos afectaban la
fosforilacidon, ellos encontraron que al usar una serie de aceptores de electrones
convencionales como: ferricianuro, metilviolégeno, algunas flavinas, etc. Todos
eran reducidos a bajas velocidades en ausencia de la fosforilacion (estado basal),
esta velocidad de reduccion aumentaba considerablemente cuando ADP y Pi se
afiadian (transporte fosforilante), y al agregar desacoplantes tales como la
metilamina incrementaban la velocidad de reduccion de los aceptores todavia mas
que con ADP y Pi (transporte desacoplado). Asi, las maximas velocidades del
transporte de electrones, ya sea fosforilante, no fosforilante o desacoplado eran
las mismas con cualquier aceptor de electrones eficiente, independientemente de
la concentracion del aceptor. Asi, para dilucidar el mecanismo de accién de
compuestos que inhiben la sintesis de ATP, se estudian sus efectos en el
transporte de electrones bajo las condiciones fosforilante, no fosforilante y
desacoplado, indicando si se comportan como inhibidores del transporte de
electrones, inhibidores de la transduccion de energia o desacoplantes (Gonzalez-
Vazquez et al., 2006).

19



Fluorescencia de la clorofila a

En los complejos antena, la energia de un foton absorbido se suma a la de
la molécula del pigmento que lo absorbe, quedando asi el pigmento en un estado
excitado y con la tendencia a ceder el exceso de energia. Esta des-excitacion se
efectia por tres rutas: a) perdida de energia en forma de calor, b) como
transferencia de energia a otras moléculas cercanas y c) liberacidon de la energia
radiante (fluorescencia); la transferencia de energia va de las clorofilas de las
antenas hacia los centros de reaccién y al perder la clorofila el electron y
transferirlo a los aceptores de electrones se produce el fenbmeno de separacion
de carga eléctrica resultando una clorofila a oxidada (Chl a*) y una molécula de
feofitina aceptora del electrén reducida (Phe”), esto se conoce como evento
fotoquimico primario y utiliza aproximadamente el 97 % de la energia de los
fotones absorbidos. Del 3 % restante, 2.5 % son transformados en calor y 0.5 %
son re-emitidos como luz fluorescente roja. Si los centros de reaccion del
fotosistema |l estan cerrados, es decir la Qa se encuentra reducida, no ocurre la
separacion de la carga y el 95-97 % de la energia luminosa absorbida se libera
como calor y 2.5-5.0 % como fluorescencia (Pérez-Urria, 2009; Gonzalez et al.,
2008; Bolhar-Nordenkamf et al., 1993).

La fluorescencia de la clorofila a es una de las herramientas mas utilizadas
en la investigacion fotosintética para determinar su actividad (Strasser, 1997;
Strasser et al., 2004).

Curva de Kautsky

La curva de induccién de la fluorescencia o curva de Kautsky, tiene dos
fases una denominada fase rapida (relacionada principalmente con los eventos
primarios del fotosistema Il) e incluye los momentos (O, I, D, P), la fase lenta
asociada principalmente con procesos que ocurren en las membranas de los

tilacoides, asi como procesos metabodlicos en el estroma relacionados con el
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aumento de la asimilacion de COz, incluye los momentos (P, S, M, T) (Figura. 6)
(Bolhar-Nordenkamf et al., 1993).

En la fase rapida, la primera senal (O) es la fluorescencia inicial o basal,
coincide con que en este punto Qa esta en su mayoria oxidada. La segunda fase
(1) corresponde a reduccion de Qa. La fase D (declive) indica la oxidacion de Qa en
la transferencia de electrones de Qa a Qs. El nivel de la fluorescencia P indica la
reduccion de PQ y se toma en cuenta como la fluorescencia maxima (Gonzalez et
al., 2008).

Figura 6. Curva de Kautsky, en la que se muestran la fase rapida (O-P) y lenta (S-
T). En la parte de abajo, nos muestra la relacion de los puntos OIDP de la gréafica
con sus momentos correspondientes en el transporte de electrones fotosintético.

Fuente: (Gonzalez et al., 2008)
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Prueba OJIP

La prueba OJIP es utilizada para la caracterizacion del rendimiento cuantico
fotoquimico del FS I, asi como el transporte de electrones una vez que la luz es
absorbida en los complejos antena y la energia de excitacidn es convertida en
energia quimica (Gonzalez et al., 2008; Stirbet y Govindjee, 2011).

Cuando cloroplastos acondicionados a la obscuridad son iluminados, la
fluorescencia de la Chl a se incrementa rapidamente, la grafica de la cinética de
dicha fluorescencia presenta cuatro puntos principales denominados OJIP (Figura
7) (Strasser, 1997; Gonzalez et al., 2008).

Figura 7. Curva de induccién de la fluorescencia, o curva de OJIP de muestras
fotosintéticas adaptadas a la obscuridad y estimuladas con un flash de luz roja
(670 nm) por 2 s. O, es la fluorescencia inicial minima también llamada Fo,
aparece a los 50 ps y sugiere que todos los centros de reaccion estan abiertos, es
decir que Qa se encuentra en un estado oxidado. J, aparece a los 2 ms (F;) y se
relaciona con la reduccion parcial de Qa. |, se desarrolla a los 30ms (F)) y se
relaciona con la reduccion parcial de Qay Qg. P, representa el valor maximo de la
fluorescencia (Fwm fluorescencia maxima) y sugiere que en este momento todos los

centros de reaccion estan cerrados (Strasser et al., 2004)
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Acidos grasos

Los acidos grasos son compuestos quimicos formados por una cadena de
atomos de carbono de longitud variable, en un extremo terminal presentan un
grupo carboxilo (-COOH) y en el otro extremo terminal un grupo metilo (-CHs)
(Figura 8). Los acidos grasos pueden presentarse como saturados e insaturados.
Esta variacidn es debida a su estructura, ya que los acidos grasos saturados
presentan una estructura conformada por una cadena lineal de atomos de carbono
unidos solo por enlaces sencillos y se clasifican de acuerdo a la longitud de la
cadena (corta, menor a 6 carbonos; media, entre 6 y 10 carbonos y larga, de 12
carbonos en adelante). Los acidos grasos insaturados presentan dobles enlaces y
de acuerdo a la cantidad presentada en su estructura es su clasificacion, a menor
numero de dobles enlaces mayor saturacion de sus atomos de carbono con
atomos de hidrogeno. La reactividad de los acidos grasos esta ligada al tipo de
estructura que lo conforman, los dobles enlaces de los acidos grasos insaturados
pueden adicionar hidrogeno y transformarse asi de aceites a grasas solidas, estos
dobles enlaces también pueden oxidarse produciendo radicales perdxidos y

radicales libres (Kadhum y Najeeb, 2017; Velazquez, 2006).

Figura 8. Estructura de un &cido graso. Fuente: Lipidos en:

http://lores2bach.weebly.com/aacutecidos-grasos.html

En la Tabla 5, se presentan los acidos grasos que fueron ensayados en
este trabajo para conocer su actividad en el transporte de electrones fotosintético.
De acuerdo con Siegent (1973), los acidos grasos influencian algunos

parametros y funciones fotoquimicas en cloroplastos in vitro, también han
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mostrado ser disociadores de la actividad del flujo de electrones de la

fotofosforilacion, actuando como desacoplantes.

El tema ha recibido una atencién considerable debido a que el dafio en las

membranas fotosintéticas observado durante el estrés y el envejecimiento se ha

correlacionado con la presencia de acidos grasos libres (Golbeck et al., 1980).

Tabla 5. Acidos grasos usados en los ensayos sobre la actividad del transporte de

electrones fotosintético. Se incluye el nUmero de atomos de carbono y el nimero

de dobles enlaces en los acidos insaturados. http://www.sigmaaldrich.com/catalog/
product /aldrich/w2614167?lang=es&region=MX.

Acidos grasos saturados

Simbolo Nombre comun Estructura
16:0 Acido palmitico CHz3 (CHz2)14 COOH
18:0 Acido estearico CHs3 (CH2)16 COOH
20:0 Acido araquidico CHs3 (CH2)18 COOH

Acidos grasos insaturados

Simbolo Nombre comun Estructura
16:1 Acido palmitoleico CH3 (CH2)s CH=CH (CH2)7 COOH
18:1 Acido oleico CHs (CH2)7 CH=CH (CH2)7 COOH
18:2 Acido linoleico CH3 (CH2)4 (CH=CHCH2)2 (CH2)s
COOCH
18:3 Acido linolénico CH3 CH2 (CH=CHCH?3)3 (CH2)s COOH
20:4 Acido araquidénico CHs—(CHz2)4(CH=CH—-CH3)4(CH2)3

COCH
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OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar el efecto de diferentes acidos grasos con y sin insaturaciones y
diferente numero de atomos de carbono (12 a 20) en la cadena de transporte de
electrones de la fotosintesis, con el fin de identificar a los acidos grasos que

pueden ser utilizados como posibles agentes herbicidas.
Objetivos particulares

1. Ensayar el efecto de los acidos grasos en el transporte de electrones
fotosintético medido de agua a metilviolégeno (MV) en sus tres estados:
basal, fosforilante y desacoplado. Empleando cloroplastos frescos aislados
de hojas de espinaca (Spinacia oleraceae L.) y lisados al momento de
usarse.

2. Determinar el efecto de los acidos grasos en los fotosistemas | y Il por
separado, asi como en sus reacciones parciales, para encontrar su sitio de
accion.

3. Evaluar el efecto de los acidos grasos en la fluorescencia de la clorofila a de
cloroplastos de espinaca frescos y lisados con el fin de corroborar su

actividad y sitio de accion.

HIPOTESIS

Los acidos grasos con dobles enlaces inhibiran el transporte de electrones

fotosintético y su efecto inhibitorio sera mayor a mayor numero de insaturaciones.
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DESARROLLO EXPERIMENTAL

En este trabajo, hay que destacar que el aislamiento de los cloroplastos se
realizd a 4 °C y en condiciones de obscuridad, con el objeto de no afectar la

funcionalidad de los cloroplastos por efecto de la luz o la temperatura.

Aislamiento de cloroplastos a partir de hojas de espinaca (Spinacia
oleraceae L.)

Para el aislamiento de los cloroplastos se utilizaron aproximadamente 40 g
de hojas de espinacas (Spinacia oleraceae L.) frescas, turgentes, no maltratadas
ni rotas; las hojas se enjuagaron con agua y posteriormente se retiré el exceso de
agua con ayuda de toallas de papel; se retiraron las puntas y la nervadura central
de cada hoja y luego fueron trituradas con ayuda de una licuadora (modelo L-21
marca Osterizer) inmersas en un volumen aproximado de 250 mL de medio de
aislamiento para cloroplastos (ver Anexo 1).

El homogenizado se filtrd6 a través de ocho capas de gasa, el filtrado se
centrifugd a 4000 rpm por 5 min a 4 °C utilizando una centrifuga marca Hettich
modelo Universal 320 R; el sobrenadante se elimind y el pellet se resuspendié con

2 ml del mismo medio utilizado en la molienda y la centrifugacion.

Medicion de la concentracion de la clorofila

Para la cuantificacion de clorofila se siguié el método de Arnon (1949). Se
tomo una alicuota de 20 pL de cloroplastos resuspendidos, se colocaron en un
matraz aforado de 5 mL con acetona al 80 % (V/V), la mezcla se incubo en la
obscuridad por 5 min y posteriormente la mezcla se centrifugd a 4000 rpm por 5
min (centrifuga modelo EBA 8S marca Hettich) con el fin de precipitar las
membranas y proteinas. La absorbancia del sobrenadante fue medida a las
longitudes de onda de 663 y 645 nm con un espectrofotometro Genesys 10s UV-

VIS, para calcular la concentracion de clorofila en la alicuota tomada y determinar
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el volumen de cloroplastos a utilizar en cada uno de los ensayos (20 ug/mL de

medio), los datos arrojados de absorcidn se sustituyeron en la siguiente férmula:

[Chl] = [ 8.05 (Ass3) + 20.29 (Aess)] 5

Donde:

[Chl] = pg de clorofila por mL.

8.05 y 20.29 = Constantes establecidas experimentalmente a partir de los
coeficientes de extincion para cada una de las longitudes de onda.

A= Absorbancia a las longitudes de onda indicadas (663 nm y 645 nm).

5 es igual al factor de dilucion (5 mL).

Este ensayo se realizé por duplicado.

Medicion del transporte de electrones fotosintético no ciclico de agua
aMv.

El transporte de electrones fotosintético no ciclico se midié con un electrodo
tipo Clark conectado a un monitor de oxigeno marca YSI (Yellow Spring
Instrumental) modelo 5300A Biological Oxygen Monitor.

El efecto de los acidos grasos en la cadena transportadora de electrones
fotosintética no ciclica medida de agua a metilviologeno (MV, aceptor artificial de
electrones) (O’Fallon y Wright, 1991; Abrol et al, 1993; Ciobanu et al., 2007), en
sus tres estados (basal, fosforilante y desacoplado), se realizé por triplicado
utilizando cloroplastos aislados de espinaca.

El transporte de electrones basal fue medido en una cubeta de reaccion a la
cual se le afiadieron 3 ml de medio de transporte de electrones con MV y
cloroplastos (20 ug de Chl/mL) (ver anexo 1) ( Morales-Flores et al, 2015), para el
ensayo control no se agreg6é el compuesto y en las pruebas posteriores se
afiadieron diferentes concentraciones de los acidos (ver tabla 2; adelante se

mencionan las concentraciones) el cambio en el consumo de oxigeno durante los
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tres minutos en que la mezcla fue iluminada con una lampara de leds azul (60
watts, marca IPSA modelo L1/CF), fue indicio de la actividad fotosintética, cada
ensayo se mantuvo en agitacion constante con la ayuda de un agitador magnético.

El transporte de electrones fosforilante se midié utilizando el mismo medio
que para el transporte de electrones basal, en este caso ademas se afadieron
3mM de ADP y 3 mM de fésforo inorganico (Pi) (Morales-Flores et al, 2015),
posteriormente se ilumind la mezcla en la cubeta de reaccion y se hicieron las
mediciones de consumo de oxigeno.

El transporte de electrones desacoplado, se realizé de manera similar al del
transporte de electrones basal, en este caso se afiadio mas 6 mM de NH4Cl como
desacoplante (Calera et al., 1995; Gonzalez, 2007).

Los acidos grasos fueron disueltos en DMSO teniendo como resultado
stocks de 20 mM, excepto el acido oleico, cuyo stock fue de una concentracion 2
mM. Se tomaron las alicuotas correspondientes para preparar las concentraciones
a ensayar. Los acidos palmitico (16:0), palmitoleico (16:1) y estearico (18:0) se
ensayaron a las concentraciones de: 25, 50, 100, 200 y 300 uM, el acido oleico
(18:1) se ensayo con las concentraciones: 2.5, 5, 10, 20 y 30 uM, el acido linoleico
(18:2) se ensayo6 con 25, 50, 60, 75 y 100 uM, los acidos linolénico (18:3) y
araquidico (20:0) se ensayaron con las concentraciones 25, 50, 100 y 200 uM y el
acido araquiddnico (20:4) con las concentraciones de 10, 20, 30, 40 y 50 pM.

De acuerdo con la actividad presentada por los acidos grasos en el
transporte de electrones desacoplante, se obtuvo el valor Iso para cada uno de
ellos. Dicho valor corresponde a la concentracion (en pyM) a la cual cada uno de
los compuestos inhibe el 50% de esta actividad, este valor se calculd con el

programa Origin 8.0 mediante el analisis de regresion no lineal.

Medicion del transporte de electrones del fotosistema Il

De los acidos grasos que resultaron activos como inhibidores de la reaccion
de Hill, se midié su efecto a diferentes concentraciones en los fotoeventos por
separado, fotosistemas 1 y 2, con el objetivo de encontrar su sitio de accion.
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Ambas mediciones se realizaron polarograficamente con un electrodo tipo Clark
conectado a un monitor de oxigeno marca YSI (Yellow Springs Instrument) modelo
5300.

Para el transporte de electrones desacoplado del fotosistema Il se utilizd
medio de transporte de electrones sin MV (ver anexo 1). Al medio se afadié 60 uL
de NH4Cl 250 mM, 5 pL de 2,5-dibromo-6-isopropil-3-metil-1,4-benzoquinona
(DBMIB) 0.6 mM y 22.5 uyL de 2,5-dicloro-1,4-benzoquinona (DCBQ) 20 mM
(Yruela et al., 1991).

Medicién del transporte de electrones del fotosistema |

La mezcla utilizada para medir el transporte de electrones desacoplado del
FSI consistié en medio para el transporte de electrones 3 mL con MV adicionado
con 10 pyl de DCMU 3mM, 15 pl de DCPIP 20mM reducido con 50 ul de ascorbato
20mM y 60 pl de NH4CI 250mM (Allen y Holmes, 1986; Schansker et al., 2005).

Medicion de las reacciones parciales del fotosistema Il

La reaccion parcial del FS Il se midié de agua a silicomolibdato (SiMo), la
mezcla en la cubeta de reaccion consistio en 3 mL de medio de transporte de
electrones para H20 a SiMo (ver anexo 1) mas 10 yl de DCMU 3 mM (Giaquinta y
Dilley, 1975; Hauska y Trebs, 1977; Schansker y van Rensen, 1993).

Medicion de la fluorescencia de la clorofila a en cloroplastos aislados

de hojas de espinaca (Spinacia oleraceae)

Alicuotas de cloroplastos equivalentes a 60 ug de clorofila se colocaron en
1 cm? de papel filtro Whatman No. 1, con una micropipeta tratando de que la

distribucion fuera lo mas homogénea posible. Posteriormente cada papel filtro se

29



colocé en un vial de fondo plano que contenia 3 mL de medio de transporte de
electrones sin MV (ver anexo 1), mas la concentracion de acido graso a ensayar
(25, 50 y 100 pM). Los viales se incubaron durante 5 min en la obscuridad, como
control positivo se empleé 50 uM de DCMU. Una vez pasados los 5 min se
procedié a medir la fluorescencia de la clorofila a con un fluorometro Handy PEA
(Plant Efficient Analyzer) Hansatech (Strasser et al., 1995; Strasser y Strasser,
1995; Achnine et al., 1998; Rohacek y Bartak, 1999), las curvas de induccién de la
fluorescencia obtenidas se analizaron con el programa Biolyzer HP3, cada ensayo

se realiz6 por triplicado.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto de los acidos grasos: palmitico, palmitoleico, estearico, oleico,
linoleico, linolénico, araquidico y araquidonico sobre Ila cadena
transportadora de electrones.

Para conocer si los acidos grasos estudiados en este trabajo presentaban
actividad en el transporte de electrones no-ciclico de cloroplastos aislados de
hojas de espinacas, se estudio su efecto en el flujo electronico fotosintético en sus
tres estados (basal, fosforilante y desacoplado). En la Figura 9A, se observa que
el acido palmitico no afectd significativamente, con un maximo de
aproximadamente 10 % de inhibicion en la condicion fosforilante a la mayor
concentracion del compuesto (300 uM), mientras que el acido palmitoleico de igual
numero de atomos de carbono que el palmitico, pero con una instauracion, inhibié
completamente estos tres transportes a la concentracion de 200 uM; sin embargo,
a partir de 100 uM la inhibicién era muy cercana al 100 %.

También se observa que el acido palmitico a la concentracion de 50 y 25
MM aumentan el transporte de electrones basal y fosforilante respectivamente en
un 20 % (Figura 9A) y el acido palmitoleico aumenta también en un 20 % la
actividad fosforilante (Figura 9B), lo que sugiere que estos acidos también se
comportan como desacoplantes ligeros, como ya ha sido reportado previamente
para otros acidos grasos (Peters y Chin, 2003).

El acido estearico (Figura 9C), al igual que el palmitico no inhibio el
transporte de electrones fotosintético en ninguno de los tres estados de manera
significativa, pero como se puede observar también aumentd el transporte
fosforilante en un 35% desde la concentracion de 25 yM y se mantuvo asi hasta
300 pM, el transporte basal solo aumento en un 10 %.

El acido araquidico aumento el transporte de electrones basal 40 % a la
concentracion de 25 uM, después de esta concentracion no afecto este transporte,

en cambio inhibié en un 20 % el flujo de electrones fosforilante (Figura. 9G).
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Los acidos grasos oleico (Figura. 9D), linoleico (Figura. 9E), linolénico
(Figura. 9F), araquiddnico (Figura. 9H) y palmitoleico (Figura. 9B) inhibieron los
tres transportes, siendo el mas activo en este caso el oleico (Figura. 9D) con un
valor de Iso de 13.12 + 7.9 uM para el transporte de electrones desacoplado (Tabla
7), seguido por el acido araquidonico con Iso de 17.19 £ 4.0 yM, para el mismo
transporte; después por el linoleico (40.84 + 9.9 yM), luego el palmitoleico (41.84 +
9.7 uM) y por ultimo el linolénico (90.89 + 8.7 uM).

Como se puede observar en la Figura. 9, a excepcion de los acidos
linolénico y araquidonico, el resto de los acidos aceleraron el transporte de
electrones, siendo el mas activo el acido linoleico aumentado el transporte basal
mas de 200 % a la concentracion de 50 pyM. Cabe mencionar que el acido
linolénico en este caso a diferencia de lo reportado por Siegent (1973) no aceler6

los transportes.
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Figura 9. Efecto de los acidos grasos palmitico (A), palmitoleico (B), estearico (C),
oleico (D), linoleico (E), linolénico (F), araquidico (G) y araquidénico (H) en la
cadena transportadora de electrones fotosintética en sus tres estados: Basal (H),
fosforilante (O) y desacoplado (A) el control es el 100 % de actividad, los valores

equivalen a los pequiv de e/ h x mg de Chl mostrados en la tabla 6.

Tabla 6. Valores de pequiv de e~/ h x mg de Chl correspondientes al control basal,
fosforilado y desacoplante de cada acido graso ensayado en la cadena de

transporte de electrones fotosintética.

Acido graso

o o

o o

S T 3 o S 3 o c

= ° = o o c N= _g

S = 3 2 S 3 > 5

IS £ o ) c e © o

© v = = b= ©

Transporte S © <
| 476 462 + 480 508 + 490 478 476 450

Basa
23.8 23.1 24 254 24.5 239 23.8 22.5
560 682 620 £ 597 880t 649 + 560 806
Fosforilado

28.0 34.1 32 29.8 44 325 28 40.3

810 900 * 1066 + 956 * 1220+ 930 % 910 1044 +

Desacoplado
40.5 45 53.3 47.8 61 46.5 45.5 72.2
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Tabla 7. Valor Iso de los acidos grasos en el transporte de electrones desacoplado
en cloroplastos aislados de espinacas.

Acido graso. Simbolo Valor Iso en uM
Palmitoleico 16:1 4184 + 9.7
Oleico 18:1 13.12+7.9
Linoleico 18:2 40.84 £ 9.9
Linolénico 18:3 90.89 £ 8.7
Araquidonico 20:4 17.19+4.0

Efecto de los acidos grasos sobre el transporte de electrones
desacoplado de los FS Il y |

Los acidos grasos que mostraron actividad inhibitoria en la cadena
transportadora de electrones no ciclica en sus tres estados (basal, fosforilante y
desacoplado). Se ensayaron en los FS Il y | por separado para conocer su sitio de
accioén. Los resultados se muestran en la Figura 10. Como se observa, los acidos
palmitoleico, oleico, linoleico, linolénico 'y araquiddnico inhibieron
significativamente este FS Il. Los acidos grasos oleico y araquidénico siguen
siendo los mas activos con valores de Iso para esta actividad (FS Il desacoplado)
de 14.17 £ 5.02 y 10.13 £ 2.50 uM, respectivamente (Tabla 8).

Al ensayar la actividad de los acidos grasos en el transporte desacoplado
del fotosistema I, medido de diclorofenolindofenol reducido a metilviolégeno, solo
los acidos palmitoleico (Figura. 11A), linoleico (Figura. 11B) y linolénico (Figura.
11C) inhibieron esta actividad, siendo mas activo el acido linoleico con un valor de
Iso 54.45 + 3.55, seguido por el palmitoleico con Iso de 97.49 + 12.53, por ultimo, el
acido linoleico que inhibié este transporte en un 30 % a 300 uM, por lo cual no se

pudo determinar su valor de Iso (Tabla 8).

35



Figura 10. Actividad inhibitoria de los acidos grasos: palmitoleico (A), oleico (B), linoleico
(C), linolénico (D) y araquiddnico (E), en el FS Il desacoplado medido de H.O a DCBQ. El
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control es igual al 100 %. Los valores en pequiv. e-/h x mg de Chl para cada uno de los
controles fueron: 946.3 + 47.3 (A), 864.9 + 43.2 (B), 870 + 43 (C), 733.3 £ 36.6 (D), 920 +
46 (E).

Tabla 8. Valores de Isgp en uM de los acidos grasos con efecto inhibitorio en FS | y
FS Il, calculados de las figuras 10y 11.

Acido graso. Simbolo FS | FS I
Palmitoleico 16:1 97.49 £ 12.53 102.4 +10.3
Oleico 18:1 - 14.17 £5.02
Linoleico 18:2 54.45 + 3.55 34.93 £ 10.69
Linolénico 18:3 No determinado 114.71 £ 11.7
Araquidonico 20:4 - 10.13 £ 2.50
A B
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Figura 11. Efecto inhibitorio de los acidos grasos palmitoleico (panel A), linoleico (panel B)
y linolénico (panel C) en el Fotosistema |, medido de DCPIP red a MV. El control es
tomado como el 100%. Los valores en pequiv. e-/h x mg de Chl para cada uno de los
controles fueron 752.3 + 37.6, 915 + 45.8 y 845.6 + 43 respectivamente para A, By C.

Para conocer el sitio de accion de los acidos grasos en el FS |l, los acidos
grasos que inhibieron este transporte se ensayaron a concentraciones crecientes
en el transporte de electrones desacoplado de la reaccién parcial del FS || medida
de H20 a SiMo. Ninguno de los acidos ensayados afecté este transporte (datos
no mostrados), lo que sugiere que el sitio de acciéon de los acidos palmitoleico,
oleico, linoleico, linolénico y araquidonico se encuentra en el lado aceptor de
electrones del FS Il. Ademas, los acidos palmitoleico, oleico y linolénico muestran
un segundo sitio de inhibicidon que se encuentra en el FS |. Estos resultados estan
de acuerdo con los reportados por Peter y Chin, (2003) y por Katoh y Pietro,
(1968), quienes demostraron que los acidos linolénico y palmitoleico inhiben

ambos fotosistemas.
Fluorescencia de la clorofila a

Se utilizd6 otra estrategia experimental para corroborar los resultados
obtenidos por polarografia con los acidos grasos, asi se determiné el efecto de
concentraciones de 25, 50 y 100 uM en la fluorescencia de la Chl a en cloroplastos
aislados de espinaca. Los transientes OJIP se analizaron de acuerdo al ensayo de

JIP, los parametros medidos fueron: fluorescencia inicial (Fo), cuando el aceptor
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de electrones Qa estd completamente oxidado y la fluorescencia maxima cuando
Qa esta totalmente reducido (FM). F1 es la intensidad de la fluorescencia a 0.05
ms, F2a0.1ms,F3a0.3ms,F4oFJa2ms, F5a 30 msy el area sobre la curva
entre Fo y FM, la cual esta relacionada con el tamafio de la poza de aceptores del
FS Il (Jiang et al., 2008; Veiga, et al., 2013). En la Figura 12 se muestran las
curvas de induccion de la fluorescencia doblemente normalizadas de F1 (0.05 ms)
a FM con la ecuacion Vt = (Ft — F1) / (FM — F1). En la Figura 12, los paneles Ay C
corresponden a los acidos saturados de 16 y 18 atomos de carbono y se observa
que no afectaron la fluorescencia comparados con el control. El acido araquidico
de 20 atomos de carbono y saturado (panel G), afecta ligeramente la fluorescencia
a las concentraciones de 50 y 100 yM; sin embargo, en los paneles B, D, E, Fy H
se observa claramente como los acidos grasos insaturados si afectaron esta

actividad.
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Figura 12. Efecto de las concentraciones 25 ( ), 50 (O) y 100 (A) uM de los acidos
grasos ensayados en la fluorescencia de la clorofila a comparado con los

cloroplastos control ().
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Tabla 9. Valores de la fluorescencia de los compuestos palmitoleico, oleico, linoleico, linolénico y araquiddnico a

concentraciones de 25, 50 y 100 uM comparadas con el control.

Acido Palmitoleico 16:1 Oleico 18:1 Linoleico 18:2 Linolénico 18:3 Araquidonico 20:4
Concentracién 0.3 ms 2 ms 10ms | 0.3 ms 2 ms 10ms | 0.3 ms 2 ms 10ms | 0.3 ms 2ms 10ms | 0.3 ms 2 ms 10 ms
0.148 0.383 1 0.138 | 0.369 | 0.462 | 0.19 | 0.535 | 0.662 | 0.156 | 0.401 | 0.435 | 0.172 | 0.417 | 0.464
. + +
+ + + + + + + + + + + + +
Control 0.007 0.05
0.019 0.006 | 0.018 | 0.023 | 0.009 | 0.026 | 0.033 | 0.007 | 0.20 | 0.021 | 0.008 | 0.020 | 0.023
0.45 0.21 0.51 0.533 | 0.189 | 0.558 | 0.682 0.485 | 0.457 | 0.415 | 0.956 | 0.989
0.191 £ 1+ 0.2+
+ + + + + + + + + + + +
25 uM 0.009 0.05 0.01
0.022 0.010 | 0.025 | 0.026 | 0.009 | 0.027 | 0.034 0.024 | 0.022 | 0.020 | 0.047 | 0.049
0.191 0.457 | 1.001 0.25 | 0.583 | 0.589 | 0.195 | 0.581 | 0.706 | 0.273 | 0.619 | 0.547 | 0.388 | 0.902 | 0.986
. +
+ + + + + + + + + + + + + +
50 UM 0.006
0.001 | 0.002 | 0.012 | 0.029 | 0.029 | 0.009 | 0.029 | 0.035 | 0.013 | 0.030 | 0.027 | 0.019 | 0.045 | 0.049
007 0.625 | 1.001 0.32 | 0.749 | 0.752 | 0.283 | 0.71 0.841 | 0.446 | 0.995 | 0.859 | 0.366 | 0.744 | 0.911
. +
+ + + + + + + + + + + + + +
100 uM 0.013
0.31 0.050 | 0.016 | 0.037 | 0.037 | 0.014 | 0.035 | 0.042 | 0.022 | 0.049 | 0.042 | 0.018 | 0.037 | 0.045
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La diferencia entre las curvas normalizadas a las diferentes
concentraciones de los acidos que afectaron la fluorescencia menos la curva
normalizada obtenida con el control es llamada “fluorescencia variable relativa”, y
al ser graficadas contra el tiempo muestra que los acidos palmitoleico (Figura.
13A), oleico (Figura. 13B), linoleico (Figura. 13C), linolénico (Figura. 13D) y
araquidénico (Figura. 13E) aumentan la intensidad de la fluorescencia alrededor
de los 2 ms, bandas J. Una banda J, es un indicativo de que la concentracion de
las especies Qa™ se incrementd, este se produce de forma similar con el herbicida
comercial diclorometil urea (DCMU), con sitio de inhibicién en el lado aceptor de

electrones del fotosistema 2 (Strasser, et al., 2004; Veiga, et al., 2013).

A B
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Figura 13. Bandas J que presentan los acidos grasos palmitoleico (Figura. 16A),
oleico (Figura. 16B), linoleico (Figura 16C), linolénico (Figura. 16D) y araquiddnico
(Figura 16E).

Por otra parte, cuando la normalizacion se realizdé con la ecuaciéon Vod (t) =
(FVt)/(FJ — Fo) = (Ft — Fo)/(FJ — Fo), la fluorescencia variable relativa de VoJ, es
decir, la normalizacion entre Fo y FJ, graficada contra el tiempo, aparecié cerca de
los 0.3 ms un incremento en la fluorescencia llamado banda K, con las tres
concentraciones ensayadas de los acidos palmitoleico y oleico (Figuras 14A y
14B), esta banda K sugiere que hay un dafio en el lado donador de electrones del
FS Il (Strasser, et al., 2004; Veiga, et al., 2013).
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Figura 14. Bandas K de los acidos oleico y palmitoleico.
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CONCLUSIONES

1.

De los resultados encontrados solo los acidos grasos insaturados se
comportan como inhibidores de la reaccion de Hill al inhibir el transporte de
electrones fotosintético en sus tres estados (basal, fosforilante y
desacoplado), siendo mas activos los acidos oleico y araquiddnico, por lo
que se sugiere que estos acidos pueden ser utilizados como posibles

agentes herbicidas.

Los acidos grasos saturados al igual que los insaturados a excepcion de los
acidos linolénico y araquidénico que son los que tiene 3 y 4 dobles

ligaduras se comportan como desacoplantes.

Por los resultados en los ensayos de polarografia y fluorescencia se sugiere
que el sitio de accion de los acidos grasos que se comportan como
inhibidores en la reaccién de Hill son el acido palmitoleico y oleico, se
encuentra tanto en el lado donador como en el lado aceptor de electrones
del FS Il, mientras que el acido linoleico, linolénico y araquidénico

solamente inhiben el lado aceptor de electrones del FS II.

Estos resultados sugieren que, sin importar la longitud de cadena de los
acidos grasos, las insaturaciones son las responsables de su actividad

inhibitoria en el transporte de electrones fotosintético.
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PERSPECTIVAS

1.

Realizar pruebas de post-emergencia in vivo para los acidos grasos que
resultaron positivos en la inhibicibn de la cadena de transporte de
electrones fotosintético en malezas y plantas de interés agricola

(monocotiledéneas y dicotiledéneas) crecidas en el invernadero.

Evaluar el efecto de los acidos grasos en pruebas de pre emergencia en la
germinacion de semillas de malezas y plantas de interés agricola

(monocotiledoneas y dicotiledéneas).

Considerar en las pruebas in vivo el uso de adyuvantes surfactantes, para
ayudar a los acidos grasos a penetrar y mejorar su eficiencia en las plantas

a ensayar y comparar los resultados con y sin la presencia de adyuvantes.
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ANEXOS

ANEXO 1 Soluciones y medios utilizados en el desarrollo experimental.

Solucioén.

Contenido.

Medio de aislamiento para

cloroplastos.

400mM sacarosa + 5SmM MgCl2 +
10mM KCI + 30mM tricina; pH 8
ajustado con KOH.

Medio de transporte de electrones sin

Metilvioloégeno.

100mM sorbitol + 10mM KCI + 5mM
MgClz + 0.5 mM KCN + 50mM tricina;
pH 8 ajustado con KOH.

Medio de transporte de electrones con

Metilviolégeno.

100mM sorbitol + 10mM KCI + 5mM
MgCl2 + 0.5 mM KCN + 50mM tricina +
50uM metilviologeno; pH 8 ajustado
con KOH.

Medio para fotosistema |

Medio para transporte de electrones
con metilviologeno + 5mM NH4ClI +
1uM DCMU*3 + 100uM DCPIP*? +

300uM acido abscorbico

Medio para fotosistema I

Medio para transporte de electrones
sin metilviolégeno + 5mM NH4Cl + 1uM
DBMIB*" + 150uM DCBQ*®

Medio de transporte de electrones para
fotosistema Il (H20 a DCPIP)

Medio de transporte de electrones sin
metilviolégeno + 6mM NH4Cl + 100uM
DCPIP*2 + 300uM Ferricianuro de
potasio + 1uM DBMIB*'

Medio de transporte de electrones para
fotosistema | (H20 a SiMo)

6mM NH4Cl + 10uM DCMU*3 + 50uM
SiMo

*IDBMIB: 2,5-dibromo-3-metil-6-isopropil-p-benzoquinona.

*2DCPIP: 2,6 diclorofenol indofenol.

*3DCMU: Diuron 3-(3,4 diclorofenil)-1,1 dimetilurea.

*4SiMo: Silicomolibdato.




*>DCBQ: 2,5-Dichloro-1,4-benzoquinona

Anexo 2. Contenido de las mezclas de los controles y ensayos para el

transporte de electrones basal, fosforilante y desacoplado, el contenido del

medio de transporte de electrones se encuentra en el anexo 1.

Transporte de electrones

Control.

Ensayo.

Basal (Morales et al.,
2007; Saha et al., 1971).

Medio de transporte de
electrones + 60ug de

clorofila

Control basal +
Concentracion de acido

graso.

Fosforilante (Strain et al.,
1971; Vernon et al.,
1969).

Medio de transporte de
electrones + 60ug de
clorofila + 3mM de ADP
(adenosin difosfato) +
3mM de Pi (fosfato

inorganico)

Control fosforilante +
Concentracion de acido

graso.

Desacoplante (Morales
et al., 2007; Saha et al.,
1971).

Medio de transporte de
electrones + 60ug de
clorofila + 6mM de NH4Cl

(cloruro de amonio)

Control desacoplante +
Concentracion de acido

graso.
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