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RESUMEN

Para la busqueda de metabolitos secundarios con posible actividad herbicida
que sean menos toxicos para el ambiente y mas biodegradables que los herbicidas
sintéticos, en este trabajo se colecto en Ciudad Universitaria en mayo del 2012, la
planta Bouvardia ternifolia Schltdl. Se sabe que esta planta tiene aplicaciones
medicinales para tratar mordeduras de viboras, picadura de abejas, alacranes,
arafnas, ciempiés y hormigas, por lo que puede contener metabolitos con actividad
bioldgica. El fraccionamiento-biodirigido, del extracto de metanol de las hojas de
esta planta, permitié el aislamiento del compuesto asperlusido, cuyo efecto se
ensayo en la germinacién y crecimiento de dos plantulas, una dicotiledonea
(Lactuca sativa) y otra monocotileddénea (Lolium perenne). El asperlusido inhibié la
germinacién de ambas semillas en 40 y 50% respectivamente a la concentracion
100 pg/mL y también la elongaciéon de las raices de L. sativa en 50%
aproximadamente a esta misma concentracion. Al medir los efectos del asperlusido
en el transporte de electrones fotosintético de cloroplastos aislados de hojas de
espinaca, se observd que el compuesto inhibid el flujo de electrones en sus tres
estados (basal, fosforilante y desacoplado), comportdndose como un inhibidor de la
reaccion de Hill.

Estos resultados nos sugieren que Asperlusido puede ser un buen candidato
como herbicida natural, al presentar dos mecanismos de accion diferentes, uno en
la germinacién y otro en las reacciones redox de la fotosintesis, es decir, puede

presentar actividad pre y pos-emergente.



1. INTRODUCCION

Las malezas constituyen la causa principal la pérdida de la produccién
agricola en todo el mundo y la produccion agricola depende en gran parte del
manejo de la eliminacion de estas plantas invasivas (Neve P et al., 2009). Antes del
uso de los herbicidas, las malezas se eliminaban manualmente, también se
empleaban técnicas como el sistema de barbecho (sistema en el cual la tierra no se
siembra por un periodo para poder recuperar la materia organica y la humedad) y la
rotaciéon de cultivos (Morales, 2007). Desde el descubrimiento del acido 2,4-
diclorofenoxiacético en la década de los 40’ s, el control quimico ha sido el método
mas efectivo para la eliminacion de las malezas (herbicidas).

Aunque la mayoria de los pesticidas actuales son altamente eficaces para
combatir las diferentes plagas que afectan a los cultivos de importancia econémica,
muchos de ellos producen dafios irreversibles al ecosistema debido al alto grado de
contaminacion que ocasionan en los suelos al acumularse (Justum et al., 1997). El
uso indiscriminado de los herbicidas ha permitido el desarrollo de biotipos
resistentes a las malezas y este problema ha empeorado con el uso de herbicidas
de un amplio espectro (Beckie, 2011). La busqueda de herbicidas naturales se
encuentra plenamente justificada, ya que estos compuestos usualmente son menos
téxico y mas benignos con el medio ambiente ademas de ofrecer un gran potencial
para el descubrimiento de nuevas moléculas con novedosos sitios de accion
herbicida (Duke et al., 2002).

El uso de los productos naturales fitotéxicos como un modelo para el
desarrollo de nuevas moléculas activas ha sido considerado como una estrategia
prometedora en la busqueda de nuevas moléculas bioactivas (Dayan et al., 2009),
(Cantrell et al., 2012). Ejemplos de esta busqueda son los herbicidas comerciales
cinmetilina y mesotriona, los cuales son derivados de metabolitos fitotoxicos de
plantas (Hater, 2011), (Mitchell et al., 2001)

En este trabajo, en la busqueda de metabolitos secundarios con posible

actividad herbicida, la planta Bouvardia ternifolia Schitdl fue colectada en Ciudad



Universitaria en mayo del 2012. A esta planta se le atribuyen propiedades curativas
y su principal aplicacion medicinal es para tratar mordeduras de viboras, picadura
de abejas, alacranes, arafas, ciempiés y hormigas (Argueta-Villamar et al., 1994).
De las partes aéreas (hojas y tallos) de la planta, se obtuvieron seis extractos
organicos (hexano, cloroformo y metanol). El efecto de los extractos fue ensayado
sobre la germinacion de semillas y en el crecimiento de plantulas de Lactuca sativa
y Lolium perenne, asi como en el transporte de electrones fotosintético de
cloroplastos aislados de hojas de espinaca, con el fin de saber si los extractos
podian tener una actividad inhibitoria.

Todos los extractos mostraron una actividad inhibitoria en la germinacion de
las dos semillas ensayadas, siendo mas activos los extractos de cloroformo y
metanol tanto de hojas como de tallos. En la cadena transportadora de electrones
en la fotosintesis, el extracto mas activo como inhibidor de esta actividad fue el
extracto de hexano de hojas que se obtuvo un rendimiento de 1.65%. Debido a esto
se selecciond el extracto de metanol de hojas el cual se obtuvo en un mayor
rendimiento (47.84%) para su fraccionamiento, cabe sefalar que este extracto
también presentd actividad inhibitoria sobre la germinacion de semillas de Lactuca
sativa. Asi por fraccionamiento biodirigido de este extracto, por primera vez se aislo
el compuesto asperlusido, un iridoide glucdsidico.

El asperlusido es un compuesto natural que presenta varias actividades
biolégicas, en la medicina herbolaria tradicional china se han investigado sus
efectos protectores y efectos inflamatorios en células cancerigenas del pulmén (Qiu
et al., 2016). Hasta el momento, no se conocia su actividad como posible herbicida,
por lo que se ensayd sobre la germinacion de las semillas de L. perenne y L. sativa.
Asperlusido inhibié la germinacién de L. perenne en un 50% a la concentracién de
100 pg/mL e inhibié la germinacion (40%) y la elongacion de las raices en un 50%
aproximadamente de L. sativa a esta misma concentracion. Por otra parte, este
compuesto inhibié el transporte de electrones fotosintético en sus tres estados
(basal, fosforilante y desacoplado) en un 70% aproximadamente a la concentracion

de 100 pg/mL, comportdndose como un inhibidor de la reaccién de Hill.



Estos resultados nos sugieren que Asperlusido puede ser un buen candidato
como herbicida natural, al presentar dos mecanismos de accién diferentes, uno en
la germinacion y otro en las reacciones redox de la fotosintesis, es decir presenta

actividad pre y pos-emergente.



2. ANTECEDENTES

2.1 Generalidades de la planta Bouvardia ternifolia Schitdl.

Bouvardia ternifolia Schitdl. Es un arbusto o hierba perenne de hasta de 1.5
m de altura; pertenece a la familia de las Rubiaceae, se le atribuyen propiedades
curativas contra la disenteria y la rabia (Cardenas et al., 2001). Su principal
aplicacion medicinal es para tratar mordeduras de viboras, picadura de abejas,

alacranes, aranas, ciempiés y hormigas (Argueta-Villamar et al., 1994).

2.1.1 Taxonomia
Reino: Plantae
Subreino: Tragueobionta (plantas vasculares)
Superdivision: Spermatophyta (plantas con semillas)
Division: Magnoliophyta (plantas con flor)
Clase: Magnoliopsida (dicotiledoneas)
Familia: Rubiaceae
Género: Bouvardia

Especie: Bouvardia ternifolia

Figura 1. Bouvardia ternifolia

(http://www.conabio.gob.mx/malezasdemexico/rubiaceae/bouvardia-ternifolia.htm)
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2.1.2 Distribucion

Especie originaria de los tropicos americanos; crece en Estados Unidos
desde el sureste de Texas, Nuevo México y el sureste de Arizona, en México desde
Chihuahua, Coahuila, Ciudad de México, Durango, Guanajuato, Hidalgo, Estado de
México, Michoacan, Morelos, Nayarit, Nuevo Ledn, Oaxaca, Puebla, Querétaro, San
Luis Potosi, Sinaloa, Sonora, Tamaulipas, Tlaxcala y Veracruz (Villasefior y
Espinosa, 1998).

2.1.3 Habitat

Prospera preferentemente en bosques, matorrales y pastizales, tanto en
habitats desérticos y montafiosos, de los 800 a 3000 msnm (Villasefior y Espinosa,
1998).

2.2 Metabolitos secundarios

Los metabolitos secundarios son aquellos compuestos que los organismos
producen a través de diversas rutas biosintéticas, no son vitales para la
supervivencia del organismo que los posee, sin embargo juegan un papel
importante en su defensa, competencia y adecuacion. Asi, el metabolito secundario
surge de la necesidad intrinseca de los organismos para responder a las exigencias
del medio ambiente (Hartmann, 2007).

2.3 Malezas

Las malezas constituyen riesgos naturales dentro de los intereses y las
actividades del hombre (Mortimer, 1990). Estas plantas son frecuentemente
descritas como dafinas a los sistemas de produccién de cultivos y también a los
procesos industriales y comerciales. Las malezas son especies vegetales que
afectan el potencial productivo de la superficie ocupada o el volumen de agua
manejado por el hombre. Este dafio puede ser medido como pérdida del rendimiento
agricola por unidad de &area cultivable o también como la afectacién de la
productividad de una empresa comercial.

Las malezas pueden considerarse a todas aquellas plantas que provocan
cambios desfavorables en la vegetaciéon y que afectan el aspecto estético de las
areas a preservar.

El mayor conocimiento del daiio de las malezas proviene de las evaluaciones
de las pérdidas de cosechas agricolas. De manera general, se acepta que las
malezas ocasionan una pérdida directa aproximada del 10% de la produccion
agricola. En cereales, esta pérdida es del orden de mas de 150 millones de
toneladas. Sin embargo, tales pérdidas no son iguales en los distintos paises,
regiones del mundo y cultivos afectados (Labrada et al., 1996).
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2.4 Herbicidas

La palabra herbicida proviene del latin herba, planta, y caedere, que significa

matar. Los herbicidas son productos quimicos que se utilizan para alterar la
fisiologia de la planta por un periodo de tiempo relativamente largo, afectando
severamente su crecimiento u ocasionando su muerte (Hartmann, 2007).

2.4.1 Clasificacion de herbicidas

Los herbicidas se pueden clasificar de acuerdo a:

2.4.1.1 Método de aplicacion

Pre-plantacion: es aplicado en el suelo antes de la plantacion del cultivo.
Herbicidas pre-emergentes: Comprenden todos los herbicidas que son
aplicados después de la siembra y antes de la emergencia del cultivo o de
las malezas. Se recomienda efectuar la aplicacién cuando el suelo esta
ligeramente humedo.

Emergencia: El herbicida se asperja cuando se encuentran brotando las
plantulas del suelo.

Herbicidas pos-emergentes: Corresponden a aquellos herbicidas aplicados
a partir de la emergencia del cultivo o de las malezas. Su aplicacién debe
realizarse unicamente en la época recomendada para no causar daio al
cultivo (Labrada et al., 1996).

2.4.1.2 Selectividad

Selectivos: Al aplicarse solo dafian a cierto tipo de malezas sin causar algun
efecto significativo a las demas especies que se pueden encontrar cercanas
a ellas (Macias, 2012).

No selectivos: Danan cualquier tipo de maleza por lo tanto deben ser
utilizados con precaucion, porque pueden terminar con el cultivo deseado
(Caseley, 1996; Macias, 2012).

2.4.1.3 Mecanismo de accion

Inhibidores de enzimas como: la enzima acetolactato sintasa (ALS), una
enzima que participa en la biosintesis de leucina e isoleucina; inhibidores de
la enzima glutamina sintasa (GS), cuya funcion es fijar nitrégeno inorganico
para la sintesis de aminoacidos, Inhibidores de la enzima acetil coenzima A
carboxilasa (ACCase), el herbicida clodinafop inhibe esta enzima en
especies monocotiledoneas (Duke, 1990).
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¢ Inhibicién de la biosintesis de aminoacidos: Su sitio de accion se enfoca en
las enzimas que participan en la biosintesis de aminoacidos, como son la 5-
enopiruvil-siquimato-3-fosfato sintasa. Esta enzima esta involucrada en la
sintesis de aminoacidos como la fenilalanina (Duke, 1990).

Auxinas sintéticas, como el 2,4-D (acido 2,4-diclorofenilacético), mimetizan a la
hormona de la planta, presentando diferentes sitios de accion en la membrana
celular y son efectivos en el control de plantas dicotiledoneas (Grossmann, 2010).

¢ Inhibidores de la fotosintesis, el 50% de los herbicidas comerciales inhiben
el transporte de electrones fotosintético, siendo el FSII el sitio mas afectado
por los herbicidas comerciales, tiene una gran variedad estructural (Percival
et al., 1991).

También existen los compuestos que desvian el flujo de electrones como los
derivados de bipiridilinas, paraquat y diquat, los cuales son aceptores artificiales de
electrones en el FSI, con potenciales redox de — 466 y - 349 mV, probablemente
aceptan electrones de los centros hierro-azufre y/o ferredoxina (Dayan et al., 2010).

2.5 Fotosintesis

Los organismos fotosintéticos capturan la energia de la luz solar para su
transformacién en ATP y NADPH en las membranas internas de los cloroplastos
(tilacoides y granas). EI CO2 se absorbe a través de los estomas y su transformacion
o reduccion a triosas fosfato ocurre en el estroma de los cloroplastos, con la
participacion de un gran numero de enzimas (Rodés y Collazo, 2006).

En 1937 Robert Hill encontré que algunos extractos de hojas que contenian
cloroplastos, cuando eran iluminados en presencia de un aceptor de electrones no
biolégico (artificial) afiadido al medio, desprendian oxigeno y reducian al aceptor
artificial, de acuerdo a la reaccién de Hill: La reaccion de Hill es la foto reduccion de
un aceptor de electrones a expensas de agua y es una herramienta experimental
muy util para encontrar nuevos o potenciales agentes herbicidas.

hv
H20 + aceptoroxid » 1/2 Oz +aceptorred

Cloroplastos

Reaccion de Hill
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La fotosintesis en las plantas verdes depende de dos clases de reacciones
luminicas. El fotosistema | genera poder reductor en forma de NADPH, y el
fotosistema Il que transfiere los electrones del agua a una quinona, un subproducto
de estas reacciones es el O2. El flujo de electrones dentro de cada fotosistema y
entre los dos fotosistemas genera un gradiente de protones transmembranal que
lleva a la sintesis de ATP. En las reacciones de la fase oscura, el NADPH y el ATP
formados por la accidon de la luz, conducen a la reduccion del CO2 hasta compuestos

organicos de mayor utilidad (Berg et al., 2008).

La fotosintesis en las plantas superiores depende de la actuacion conjunta
de dos clases de complejos fotosensibles unidos a la membrana: el fotosistema | y
el fotosistema Il, representados en la Figura 2. El fotosistema |, que responde a la
luz con longitudes de onda menores de 700 nm, utiliza electrones de alta energia
derivados de la luz para crear un poder reductor biosintético en forma de NADPH,
un reactivo muy versatil en los procesos de biosintesis. Los electrones, que reducen
la molécula de NADP* para formar una molécula de NADPH, proceden de dos
moléculas de agua y son arrancados por el fotosistema Il, como producto lateral se
genera una molécula de O2. Los electrones se desplazan del fotosistema |l al
fotosistema | a través del citocromo b6f, un complejo unido a la membrana, este
citocromo genera una gradiente de protones a través de la membrana tilacoidal que
conduce a la formacién de ATP. Asi, en la produccion de NADPH y ATP colaboran

los dos fotosistemas (Berg et al., 2008).

NADP*  NADPH

o

Luz Luz
(2. <680 nm) (L <700 nm) ¢
1 Figura 2. Fotosistemas FSI y FSII
- para completar el flujo de electrones
FS I

= <1 desde el agua hasta el NADP* (Berg

L_,l j et al., 2008).

o Citocromo
77N bf
H,0 io
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2.5.1 Fotosistema I

La absorcién de un foton de luz de longitud de onda menor a 680 nm por el
fotosistema Il, produce la excitacion de una molécula de clorofila a de su centro de
reaccion. A partir de esta clorofila excitada, en Psso se produce la separacion de un
electron transfiriéndolo a la feofiina (una clorofila sin Mg?*), originandose la forma
oxidada de dos moléculas de agua. Tan pronto como se extraen los electrones, la
enzima libera Oz, los electrones se transfieren desde el agua a un grupo 6 closter
de manganesos, después a Z (un residuo de tirosina) hasta llegar al centro de
reaccion Peso®™. Los cuatro protones liberados por la oxidacién del agua (Ecuacion

1) permanecen en el lumen tilacoidal.

2H20 + hv > 4 H* + O2 + 4e’

Ecuacién 1. Oxidacion de dos moléculas de agua.

La feofitina que recibid el electron del centro de reaccion excitado (P680%), a
su vez lo cede al aceptor primario quinona A (Qa), generandose Qa.
Subsecuentemente, el electréon es transferido a una segunda quinona, Qs,
generando asi un radical aniénico semiquinona Qg Esta especie reducida
parcialmente permanece ligada al sitio de unién en la enzima, hasta que recibe un
segundo electron de Qa, cuando Qs ha adquirido los dos electrones también toma
dos protones del agua para obtener su forma completamente reducida, QsH2
(quinol). Esta molécula se disocia de su proteina y se difunde a través del centro de
reaccion, los electrones de QgH2 son transferidos a través de los acarreadores

unidos través de la membrana hasta FSI y liberando H*.

Estos protones, en conjunto con los liberados a partir del agua, generan el
gradiente electroquimico que es utilizado para la sintesis de ATP. El herbicida
DCMU, compite con Qs por su sitio de union en el FSII, asi bloquea el transporte de

electrones fotosintético. Los electrones de QsH2 pasan del citocromo be/f a la
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plastocianina, una proteina que contiene cobre como cofactor redox transfiriendo

los electrones desde plastocianina al fotosistema | (Berg et al., 2008).

2.5.2 Fotosistema |

El fotosistema | genera poder reductor en forma de NADPH. Los eventos
fotoquimicos que siguen de la excitacion del FSI son similares a aquellos de FSII.
El FSI es excitado por la luz de longitud de onda de 700 nm, ambos fotosistemas
funcionan en serie para que el cloroplasto produzca NADPH, ATP y Oa.

La clorofila del FSI se denomina Pro0, entonces primero la luz es capturada
por algunas de las 200 moléculas de clorofila a y clorofila b, o adicionalmente por
los pigmentos que sirven como antena. El centro de reaccion Pzoo absorbe la luz,
produciendo suficiente energia para permitir en ultimo término la reduccién del
NADP*. Este proceso se representa en un diagrama conocido como esquema Z
(Figura. 3).

E mall F | nal
p700*
- )
s 1,0 h
A
15 R f \ ;s.',.: S
§ — llh f S —
-8 - O Foton 2 'L Fd-NADP*
& B ! [FOOUCaSa | NADPH
= O ;
R v
g L otor citocro Q
F Y Pc
4 N\ p700
-
= H,O JCentro

Mn P680O

Figura 3. Esquema “Z”, de la fotosintesis en las plantas y las cianobacterias. Los dos
fotosistemas, FSIl y FSI, funcionan como transportadores de electrones desde H;O al
NADPH (Berg et al., 2008).
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2.5.3 Complejo citocromo be/f
Este complejo genera un gradiente de protones hacia el interior del tilacoide,
el cual es utilizado para sintetizar ATP por la CF1 de la ATP-sintasa al translocarlos

nuevamente hacia el estroma a través del canal de protones CFo (Figura 4).
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Figura 4. Membrana del tilacoide que muestra los componentes de su cadena de transporte

de electrones en el cloroplasto (Voet y Voet, 2006).

2.6. Germinacién

La germinaciéon empieza con la toma de agua por la semilla (inbibicién) y
finaliza cuando empieza la elongacion del eje embrionario, llamado radicula (Black,
1985).

La germinacion consta de 3 fases:

e Hidratacion: Consiste en la toma de agua por la semilla seca, se acompafa
con un aumento en la respiracion mitocondrial (Black, 1985). Para que la
germinacién se pueda efectuar exitosamente, debe haber un sustrato humedo,
suficiente oxigeno para permitir la respiracion aerobia y una temperatura adecuada
para que los procesos metabdlicos se lleven a cabo (Garcia, 2006).

e Germinacion: Se inicia la actividad metabdlica que permitira el desarrollo;
en esta fase disminuye considerablemente la absorcion de agua (Garcia et al.,
2006).
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e Crecimiento: La radicula (monocotiledéneas) o eje embrionario
(dicotiledéneas) se extiende rompiendo los tejidos envolventes, y pasa de un
metabolismo anaerobio a uno aerobio; crecimiento radicular y puede estar
acompafiado de actividad mitotica. La emergencia indica la finalizacion de la

germinacion y el comienzo del crecimiento de la plantula (Black, 1985).

2.7 Asperulosido

El asperuldsido (Figura. 5) es un metabolito secundario de tipo iridoide en
forma de glucésido (Lopes et al., 2004). Los iridoides en general son una clase
importante de productos naturales con esqueleto de monoterpeno que pueden
presentar diversas actividades biolégicas como antiviral, antitumoral, anti-
inflamatoria, antinociceptiva y antimicrobiana (Wu et al., 2013), que contienen en su
estructura, un anillo de ciclopentano, generalmente fusionado a un anillo
heterociclico oxigenado de seis miembros. El asperuldsido se ha aislado a partir de
diversas fuentes vegetales como Paederia scandens (Wu et al., 2013) Phychotria
leiocarpa (Lopes et al., 2004), Morinda lucida Benth. (Morinda et al., 2017) y Herba
paederiae (Qiu et al., 2016), entre otras. Esta ultima es empleada en la medicina
herbolaria tradicional China y se han investigado sus efectos protectores y efectos

inflamatorios en células de cancer de pulmén (TNF-a) (Qiu et al., 2016).

H,COCO

OGlc

Figura 5. Estructura quimica del asperuldsido.
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3. HIPOTESIS

Si los extractos organicos (hexano, cloroformo y metanol) de la planta
Bouvardia ternifolia Schitdl. inhiben alguno de los ensayos de cernimiento
(transporte de electrones fotosintético y/o germinacion y desarrollo de plantulas (una
mono y/o una dicotiledonea), entonces sera posible aislar de ellos al menos un

metabolito secundario con posible actividad herbicida.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Aislar y evaluar el efecto herbicida de los metabolitos secundarios presentes

en los extractos organicos de Bouvardia ternifolia.

4.2 Objetivos Particulares

v

Obtener los extractos organicos de las hojas y de los tallos de la planta
Bouvardia ternifolia con disolventes de diferentes polaridades como son:
hexano, cloroformo y metanol.

Evaluar los extractos en los ensayos de cernimiento como son: Transporte
de electrones fotosintético y en la germinacion de semillas de Lolium perenne
y de Lactuca sativa.

El o los extractos que resulten activos como inhibidores en alguno de los
ensayos de cernimiento, se fraccionaran bio-dirigidamente para aislar e
identificar a el o los metabolitos secundarios responsables de la actividad
inhibitoria.

El o los compuestos que se logren aislar seran purificados e identificados
estructuralmente.

Se medira la actividad de o de los compuestos aislados en los ensayos de
cernimiento para investigar si son los responsables de la actividad

presentada por los extractos de los que fueron aislados.
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5. DESARROLLO EXPERIMENTAL

5.1 Material vegetal

La planta Bouvardia ternifolia Schltdl fue colectada en Ciudad Universitaria
en mayo de 2012 y fue identificada por la Dra. Martha Juana Martinez Gordillo del
Herbario de la Facultad de Ciencias de la UNAM.

5.2 Preparacion de los extractos para las pruebas de cernimiento.

Las partes de la planta fueron separadas en hojas (398 g) y tallos (556 g) y
se secaron a temperatura ambiente; se pulverizaron con ayuda de una licuadora
doméstica y por separado fueron sometidos a una extraccion por maceracion
exhaustiva en matraces Erlenmeyer de 2 L con hexano. Los extractos fluidos se
filtraron y el remanente vegetal fue lavado repetidas veces con el mismo disolvente
para obtener el extracto de hexano. Al material vegetal, hojas y tallos recuperados,
se le realizaron dos posteriores extracciones utilizando CHCIs y MeOH y el mismo
procedimiento previamente descrito (Diagrama 1). Al ultimo, el material vegetal fue

desechado y se obtuvieron los seis extractos organicos.

5.3 Ensayos de germinacion in vitro de Lolium perenne y Lactuca sativa

Para los bioensayos, los extractos se disolvieron en dimetil sulféxido
(DMSO), el cual es un disolvente que se ha ensayado anteriormente y no interfiere
con el bioensayo.
Las semillas se escogieron manualmente descartando las dafiadas y todo el ensayo
se realizo en condiciones estériles; 40 semillas de pasto (Lolium perenne) y 40 de
lechuga (Lactuca sativa) se colocaron por separado en cajas de Petri de 9 cm de
diametro con papel filtro y 10 mL de una solucién de los diferentes extractos a
diferentes concentraciones (12.5, 25, 50 ug/mL) para lechuga y para (50, 100, 150
pg/mL) para pasto (King et al., 2015).
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Diagrama 1. Preparacion de los extractos organicos de Bouvardia ternifolia.

Para el control, a las cajas petri con las semillas se les agregaron 10 mL de
una solucién que contenia la concentracion mayor de DMSO empleada. Las cajas
se colocaron en una incubadora marca WTC Binder en la obscuridad a 28 °C
durante 5 dias (3 dias de germinacion y 2 dias mas para el crecimiento de la raiz y
el tallo) para L. sativa y 7 dias para L. perenne (4 dias de germinacion y 3 dias mas
para el crecimiento de la raiz y tallo). Enseguida se midio la longitud de las raices y
de los tallos, y se contaron las semillas germinadas (indice de germinacion, relacion

entre el numero de semillas que presentaron emergencia de la radicula y las

semillas totales).
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5.4 Aislamiento de cloroplastos

El aislamiento se realiz6 en condiciones de obscuridad y a 4 °C. Las hojas
de espinaca (Spinacia olereacea) se seleccionaron, escogiendo las que no estaban
maltratadas, rotas o amarillas; se les retird la nervadura y el apice, se cortaron en
fragmentos pequefios los cuales fueron homogenizados con una licuadora con
medio de aislamiento de cloroplastos que contenia: Sacarosa 400 mM, KCI 20 mM,
MgCl2-6H20 5 mM, Tricina 15 mM ajustando el pH a 8.0 con KOH, y se trituraron a
velocidad baja para no dafnar a los cloroplastos. Posteriormente, el homogenizado
se filtré a través de 8 capas de gasa y el filtrado se centrifugd durante 5 min a 4000
rom, empleando una centrifuga de mesa con refrigeracion (Modelo Sorval Super
T21, DUPONT); Se decanté y el pellet de todos los tubos, se resuspendié en 2 mL
de medio de aislamiento. La suspension se mantuvo en la oscuridad y en un
recipiente con hielo (King et al., 2015; Morales et al., 2007).

Una vez aislados los cloroplastos, se llevdo a cabo la cuantificacion de
clorofila. Para ello, en 2 matraces aforados de 5 mL, se colocaron 20 uL de la
suspension de cloroplastos y se adiciond acetona al 80 % hasta el aforo. Los
matraces se dejaron reposar en hielo durante 5 min; transcurrido este tiempo, el
sobrenadante se centrifugé en una centrifuga clinica (Modelo EBA 8S, Hettich
Universal 320 R) a 4000 rpm por 5 min.

El contenido de clorofila se cuantific6 mediante el método de Arnon (1949) a
dos longitudes de onda, 663 y 645 nm, utilizando un espectrofotometro (Genesys
10S UV-VIS). El blanco utilizado fue acetona al 80%.

La concentracion de clorofila se calculd con la siguiente formula:

[ClorOfila] = 805 A663 + 20.29 A645 = ug Chl/mL
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5.5 Medicion del efecto de transporte de electrones fotosintético

Para medir la velocidad del transporte de electrones fotosintético no ciclico
se utilizé un electrodo tipo Clark conectado a un oximetro YSI (Yellow Spring
Instruments) modelo 5300A.

El transporte de electrones basal se midié colocando en una cubeta de
reaccion 3 mL de medio de transporte de electrones con metil viologeno (MV)
(sacarosa 100 mM, KCI 10 mM, MgClz-6H20 5 mM, tricina 1 mM, KCN 0.5 mMy MV
50 uM, ajustando el pH 8.0 con KOH), los extractos a diferentes concentraciones y
cloroplastos a 60 ug de clorofila. La cubeta de reaccion se iluminé durante 3 min
con una lampara de halégeno

El transporte de electrones fosforilante se midié de la misma manera que el
transporte de electrones basal y con el mismo medio adicionando 3 mM de ADP y
3mM de fosfato inorganico (Pi) y se procedio a iluminar la cubeta de reaccion.

El transporte de electrones desacoplado se siguié la misma metodologia que
el transporte de electrones basal pero en este caso se agregd una solucion 6 mM
de NH4Cl como agente desacoplante. Por ultimo, se realizo el titulo agregando 10
ML de ferrocianuro de potasio que actua como aceptor de electrones y 3 mL de
medio de transporte de electrones sin MV y cloroplastos a 60 pg de clorofila (King-
Diaz et al., 2015; Saha et al., 1971).

5.6 Medicién del transporte de electrones de los Fotosistemas Il y | y sus reacciones
parciales de la fotosintesis.

El transporte de electrones desacoplado del FSIl, se midid
polarograficamente de H20 a 2,6-diclorobenzoquinona (DCBQ) (Yruela et al., 1991).
En la cubeta de reaccidén se agregaron 3 mL del medio de transporte basal sin MV
y adicionandole 1 uM de 2,5-dibromo-3-metil-6-isopropil-p-benzoquinona (DBMIB),
inhibidor del paso de electrones al FSI y 100 uM de DCBQ como aceptor de
electrones del FSIl y 6 mM de NH4Cl.
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El flujo de electrones desacoplado del FSI, se realizé polarograficamente
utilizando 3 mL de medio de transporte de electrones basal con MV mas 100 uM de
DCPIP, 300 uM de ascorbato de sodio, 10 uM de 3-(3,4-clorofenil)-1,1-dimetilurea
(DCMU) y 6 mM de NH4Cl, el pH se ajusta a 8.0 con KOH) (la solucién se prepara

el mismo dia de su uso) (Allen et al., 1986).

5.7 Fraccionamiento del extracto de metanol de hojas por columna abierta.

Las hojas de la planta de B. ternifolia 398 g fueron pulverizadas y se
sometieron a maceracion exhaustiva con hexano, cloroformo y metanol a
temperatura ambiente; los disolventes se recuperaron empleando un evaporador
rotatorio Heidolph modelo Laborata 4002. Obteniendose 47.84 g del extracto de

metanol, con un rendimiento del 12%.

El fraccionamiento preliminar del extracto organico se realizé6 mendiante una
cromatografia en columna abierta empleando gel de silice y un sistema de elucién
con un gradiente de polaridad entre hexano, AcOEt, acetona, metanol y agua; del
fraccionamiento se obtuvo un total de 403 eluatos de 50 mL cada uno que se
monitorearon por medio de cromatografia en capa fina (CCF), utilizando placas de
aluminio recubiertas con gel de silice, visualizadas con una lampara de luz UV y
utilizando como revelador sulfato cérico amoniacal y calentando a 100 °C en una
parrilla eléctrica. Las fracciones similares se reunieron en un conjunto de 19

fracciones primarias.

5.8 Fraccionamiento secundario de la fraccién F-13

La fraccion primaria F-13 obtenida se someti® a un fraccionamiento
secundario empleando una columna de Sephadex y como eluyente metanol. Este
proceso generd un conjunto de 7 fracciones de 25 mL cada una. De las fracciones
F-13-2, F-13-3 y F-13-4 precipitdé de manera espontanea un solido que fue analizado
por RMN-'H e identificado como asperuldsido.
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5.9 Medicion de la sintesis de ATP

Esta medicidn se realizé con un micro electrodo Orion, Mod 8103 Ross
conectado a un potenciémetro Corning, Modelo 12 con escala expandida (Dilley,
1972; Morales et al., 2007). Los cambios de pH observados se registraron en un

pHmetro marca Gilson Mod. 12.

En la cubeta de reaccion se agregaron 3 mL de medio bomba el cual
contenia: sacarosa 100 mM, KCI 10 mM, MgCl2-:6 H20 5 mM, tricina 1 mM, KCN 0.5
mM y MV 50 uM, ajustado a pH 8 con KOH, 30 pL de ADP 30 mM, 30 pL de fosfato
inorganico (Pi) 30 mM (pH a 8.0). A esta mezcla se le afadieron 60 pg de
cloroplastos y se ilumino por 1 min, resultando en el consumo escalar de H* por

ATP, como se observa en la siguiente reaccion:

[Mg ADPT + PO42* + H+ > [Mg-ATP HJ*

Este método provee una medida real de la sintesis de ATP (Hipkins, 1986).

5.10. Obtencién de los valores de Iso

El valor que corresponde a la concentracion de extracto, fraccion o compuesto
que inhibe el 50% de la actividad medida y fue calculado a partir de las graficas de
porcentaje de actividad en funcion de la concentracion del extracto, fraccion o

compuesto empleado (Verejao et al., 2015).

5.11 Identificacion quimica de los compuestos.

El analisis por cromatografia en capa fina, se llevoé a cabo en cromatofolios
alugram Sil G/UV 254 Macherey-Nagel Duren. Como reveladores se emplearon
una lampara de luz UV Spectroline Modelo ENF-240c a las longitudes de onda de
254 y 365 nm y una solucion cromogéna de sulfato cérico amoniacal
[(NH4)4Ce(S04)4:-2H20] al 1% en acido sulfurico 2 N (Stahl, 1969). La cromatografia

en columna abierta se realizé utilizando como fase estacionaria gel de silice 60
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(malla 0.063-0.200 mm) Merck y Sephadex. Las cromatografias preparativas se

realizaron en placas Merck de 1 mm de grosor y una superficie de 20x20 cm.

El registro de espectros en el UV se realizd en un espectrofotdmetro Shimadzu UV
160. Los espectros en el IR se registraron en un espectrofotometro Perkin-Elmer
283-B. Los espectros de RMN se registraron a 300 6 400 MHz para el caso de 'H'y
a 75y 100 MHz para el caso de '3C. Respectivamente en un espectrémetro Varian
XR 300 y Varian Unity 500, segun el caso. Como disolventes se emplearon CDCls,
CDsOD y deuteroacetona, y como referencia interna TMS. Finalmente los espectros
de masas se obtuvieron en un espectrometro de masas Hewlett Packard 5985-B,

utilizando la técnica de ionizacién por impacto electrénico a 70 eV (Abrego, 2005).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Rendimiento de los extractos

A partir de 398 g de hojas y 556 g de tallos secos de Bouvardia ternifolia, se
obtuvieron los extractos organicos (Tabla 1). Como se observa, en esta tabla los
mayores rendimientos obtenidos fueron con metanol de hojas y tallos, con 47.84 y

30.14 g respectivamente.

Tabla 1. Rendimiento de los extractos de hojas y de tallos de Bouvardia ternifolia.

Hexano Cloroformo Metanol
(9) (%) (9) (%) (9) (%)
Hojas 6.59 1.65 9.49 2.38 47.84 12.02
Tallos 6.52 1.17 6.11 1.10 30.14 5.42

-Extracto de hexano de hojas (EHH): Extracto de hexano de tallos (EHT)
-Extracto de cloroformo de hojas (ECH): Extracto de cloroformo de tallos (ECT)

-Extracto de metanol de hojas (EMH): Extracto de metanol de tallos (EMT)

6.2 Efecto de los extractos en el ensayo de cernimiento de germinacion.

Para establecer si los extractos organicos presentaban una actividad en la
germinacién y crecimiento de las plantulas de dos especies diferentes, sus efectos
a concentraciones crecientes fueron ensayados en la germinaciéon de semillas de
Lolium perenne (una especie mono) y de Lactuca sativa (una dicotiledénea).

En la Fig. 6, se observa que de todos los extractos ensayados en la
germinacion de L. perenne, el ECH inhibié la germinaciéon en un 65% a 150 pg/mL
y la elongacién de la raices de las plantulas en un 50% a 100 pg/mL, cabe
mencionar que este extracto a una concentracion de 150 pg/mL ocasiond una
disminucion en el tamafo de la raiz de L. perenne (40%), este extracto también
inhibié el crecimiento de los tallos de las plantulas, (menos del 30% para las

concentraciones de 100 y 150 ug/mL). El extracto de hexano de tallos, también
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inhibié la germinacién de las semillas de esta especie en un 70% a 100 pg/mL y la
elongacion de las raices en un 40% aproximadamente a 150 pg/mL, siendo un poco
mas activo que el extracto de cloroformo como inhibidor de estas actividades. Sin
embargo, en la muestra inhibié menos del 10% la elongacion de los tallos a todas
las concentraciones empleadas. El extracto que mostré menor actividad como
inhibidor de la germinacion y crecimiento de las plantulas fue el extracto de metanol,
al inhibir solo en un 30% la elongacién de los tallos y las raices y menos del 45% la
germinacion (Fig. 6).

En las semillas de L. sativa, todos los extractos inhibieron en un 100% la
germinacién de las semillas a 100 y 150 ug/mL, por lo que se tuvo que evaluar todas
las muestras a concentraciones menores a [12.5, 25 y 50 pg/mL] (Figura. 7). El
extracto mas activo fue el ECH al inhibir en un 100% la germinacién a la
concentracion de 50 ug/mL, seguido por los extractos EMH y EMT al inhibir esta
actividad en un 90% a la misma concentracion y después el ECT inhibié 85 %. Los
extractos EHH y EHT inhibieron en menor grado la germinacion de L. sativa (menos
de 80% a 50 pyg/mL en ambos casos) (Fig. 7). La elongacién de las raices y los tallos
fueron afectadas en menor proporcion, 20% con todos los extractos y en todas las

concentraciones empleadas.
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Figura 6. Efecto de los extractos organicos de B. ternifolia sobre la germinacién (C2), la
elongacion de las raices (Zz2) y los tallos (1) de las plantulas de Lolium perenne. Los

valores negativos indican inhibicion, los valores positivos indican estimulacion, el control se
toma como cero. Los resultados son el promedio de tres réplicas.
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Figura 7. Efecto los extractos organicos de B. ternifolia sobre la germinacién (E3) y la
elongacion de las raices (z21) y los tallos (—J) de L. sativa. Los valores negativos indican

inhibicién, los valores positivos indican estimulacion, el control se toma como cero. Los
resultados son el promedio de tres réplicas.
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6.3 Efecto de los extractos en el ensayo de cernimiento de transporte de electrones
no-ciclico en sus tres estados (basal, fosforilante y desacoplado) in vitro.

Se midi6 el efecto de los extractos sobre el transporte de electrones
fotosintético en sus tres estados: basal, fosforilante y desacoplado para saber si
tenian actividad inhibitoria. En la Figura 8, se observa que el EHH inhibe
parcialmente el transporte de electrones desacoplado (60% a 150 ug/mL) y acelera
ligeramente el transporte de electrones basal (30% aproximadamente a 150 pg/mL).
El EHT aumenta el transporte basal (20% a 50 ug/mL y el fosforilante 40%, a 30
ppm), a concentraciones mayores se inhiben estos transportes junto con el
desacoplado en menos del 20%. EI ECH acelera el transporte basal mas del 50% a
concentraciones menores de 30 ug/mL, pero no afecta el transporte fosforilante (Fig.
8). Los extractos ECT, EMH y EMT no afectaron ninguno de los tres transportes
(datos no mostrados). Como se puede observar en la Tabla 3, los valores de Iso
calculados en uyM para cada uno de los transportes ensayados con el EHH, son
menores al compararlos con las otras muestras analizadas. Estos resultados
sugieren que el EHH se comporta como inhibidor de la reaccidén de Hill y como un
desacoplante ligero.

Debido a que solo el EHH mostrd actividad inhibitoria sobre el transporte de
electrones desacoplado, se procedio a medir su efecto sobre los fotosistemas (FS)
| y Il por separado para conocer su sitio de accion. Como se puede observar en la
Figura 9, este extracto inhibi6é parcialmente tanto el FSIl como el FSI en 40 y 60%,
respectivamente a la concentraciéon de 150 pg/mL, ademas los valores de Iso
calculados para cada uno de los fotosistemas fueron de 790.0 + 213.30 y para FSlI
y de 400.0 = 70.71 para FSI. Estos resultados sugieren que este extracto tiene dos

sitios de inhibicion diferentes.
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Figura 8. Efecto de los extractos organicos,
panel A (EHH), panel B (EHT) y panel C
(ECH) sobre el transporte de electrones
fotosintético basal (M), fosforilante (@) y
desacoplado (A). En la Tabla 2 se observan
los valores en pequivalentes de electrones x
h®" x mg' de Chl, para cada uno de los
controles de cada grafico. Los resultados son

el promedio de tres réplicas.

Tabla 2. Valores en pequivalentes de electrones x h' x mg' de Chl, para los

controles basal, fosforilante y desacoplado.

EHH EHT ECH
pequiv. e x h'x mg”' Chl | pequiv. e x h'x mg™'Chl | pyequiv. e x h"'x mg™ Chl
Basal 2400 366.67 £ 57.73 306.67 £70.24
Fosforilante 346.67 £ 46.19 406.67 + 11.55 610 + 51.96
Desacoplado 700 £ 20 822.33 + 38.68 906.67 +46.19
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Tabla 3. Valores de Iso (ug/mL),

ensayados del transporte de electrones no ciclico.

calculados para cada uno de los extractos

Extractos
Transporte EHH EHT ECH
Basal 98.40 +1.21 112.55 £ 0.98 120.13 +£1.73
Fosforilante 93.66 + 0.81 121.55 + 1.59 97.84 £ 0.19
Desacoplado | 83.56 + 2.20 106.25 £ 0.98 109.32 £ 0.62
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Figura 9. Efecto del EHH en los transportes desacoplados de los fotosistemas Il y |.
Los valores de los controles en pequiv. de e x h™' x mg™! de Chl, para los controles

de Fotosistema Il y | fueron: 790.0 + 213.30 y 400.0 + 70.71 respectivamente. Los

resultados son el promedio de tres réplicas.

6.4 Fraccionamiento del extracto de metanol de hojas

El extracto EHH fue el mas activo como inhibidor del transporte de electrones
desacoplado en cloroplastos, ademas de inhibir parcialmente la germinacion de las
semillas de L. sativa y L. perenne; el ECH fue el mas activo como inhibidor de la
germinacién en las semillas de L. sativa; sin embargo, debido a los bajos

rendimientos de estos extractos, se decidid fraccionar el EMH por su buen
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rendimiento (47.84 g, Tabla 1) y a que también resultdé ser un inhibidor de la

germinacioén de L. sativa (90% a 50 pyg/mL).

El EMH fue sometido a fraccionamiento preliminar en una columna abierta
por gradiente de polaridad. Este proceso generé un conjunto de 19 fracciones

secundarias (Tabla 5).

Tabla 5. Fraccionamiento preliminar del extracto de metanol de las hojas de B.

ternifolia.
Fraccién Eluatos Proporcion (v/v) Eluyente

1 1-12 100 Hexano
2 13-24 90:10 Hexano-AcOEt
3 25-75 80:20 Hexano-AcOEt
4 76-81 75:25 Hexano-AcOEt
5 82-178 70:30 Hexano-AcOEt
6 179-218 60:40 Hexano-AcOEt
7 219-234 50:50 Hexano-AcOEt
8 235-247 100 AcOEt
9 248-258 90:10 AcOEt-Acetona
10 259-269 80:20 AcOEt-Acetona
11 270-296 50:50 AcOEt-Acetona
12 297-300 80:20 Acetona-AcOEt
13 301-315 100 Acetona
14 316-338 90:10 Acetona-MetOH
15 339-342 50:50 Acetona-MetOH
16 343-360 30:70 Acetona-MetOH
17 361-372 10:90 Acetona-MetOH
18 373-378 100 MetOH
19 379-403 50:50 MetOH-Agua
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Las fracciones resultantes se ensayaron sobre la germinacion de las semillas
y en el crecimiento de las plantulas de L. perenne y L. sativa (ensayo de
cernimiento). Como se puede observar en la Figura 10, de todas las fracciones
ensayadas, solo la fracciéon F-13 mostré una actividad inhibitoria sobre la
germinacién de L. perenne y L. sativa (50 y 43 %, respectivamente a 100 pyg/mL).
La elongacién de las raices de la plantula de L. sativa también fue inhibida por esta

fraccion en un 48 % a esta misma concentracion.
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Figura 10. Efecto de las concentraciones de 50 y 100 ug/mL de la fraccién F-13, en el panel
A, en los tallos (1), la elongacion de raices (Z22) y la germinaciéon () de L. perenne.
Panel B, en el crecimiento de tallos (), raices (EZz2) y germinacién () en L. sativa.

Los resultados son el promedio de tres réplicas.

Debido a estos resultados, la fraccién F-13, se fracciond por segunda vez en
columna de cromatografia abierta con Sephadex, obteniéndose 7 conjuntos de
fracciones primarias (Tabla 5).

Las fracciones F-2, F-3 y F-4 identificadas como (VA 11512), (VC 11591) y
(VF 11542), respectivamente fueron evaluadas sobre la germinacion de las semillas
de prueba L. perenne y L. sativa.
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6.5 Efecto de las fracciones secundarias en los ensayos de cernimiento.

Las fracciones secundarias se evaluaron en los ensayos de cernimiento para
conocer su actividad sobre la germinacion de semillas. Las fracciones secundarias
que resultaron activas fueron (VA 11512)y (VF 11542),la fraccion (VC

11591) (Tabla 6), no fue ensayada debido a su bajo rendimiento.

Tabla 6. Fraccionamiento secundario de la fraccion 13.

Fraccién Eluatos Proporcion (v/v) Eluyente
1 1-5 100 Acetona
2 6-7 (VA 11512) 70:30 AcOEt-MeOH
3 8-9 (VC 11591) 50:50 AcOEt-MeOH
4 10-14 (VF 11542) 30:70 AcOEt-MeOH
5 15-20 100 MetOH
6 21-25 70:30 MetOH-Agua
7 26-31 50:50 MetOH-Agua

6.5.1. Efecto de las fracciones secundarias en los ensayos de germinacion

En los ensayos de germinacion la fraccion VA 11512 a la concentracion de
50 pg/mL aumento la germinacién de las semillas de L. perenne en 50% y a 100
pg/mL en un 30%. Igualmente, en ambas concentraciones se estimulé el
crecimiento de las raices aproximadamente en un 20%. En cambio, el efecto de esta
fraccion en la elongacion de las raices indicé una inhibicién en un (18 y 30% a las
concentraciones de 50 y 100 pg/mL respectivamente) (Fig. 11A). La misma fraccién
se ensayd sobre la germinacion de las semillas de L. sativa, inhibiendo la
germinacién en un 45% a la concentracion de 50 pg/mL y el 100% de la germinacion
a 100 pg/mL, (Fig. 11B).
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La fraccién VF 11542 con las semillas de L. perenne presenté un efecto

inhibitorio del 100% a 50 y a 100 ug/mL, siendo la fraccion mas activa como inhibidor

sobre la elongacion de las raices y los tallos. Sin embargo, con L. sativa esta misma

fraccion a 50 y 100 pg/mL estimulé el crecimiento de los tallos en 30% con respecto

al control, también aumentoé la germinacion 50% e inhibid la elongacion de raices

40% (Fig. 11C).

e
=

-201

Actividad (%)

-40-

-60-

Actividad (%)

50

100

Figura 11. Efecto de las fracciones VA
11512 en los tallos (—), raices (Z72) y
germinacion (1) de las semillas de L.
perenne (Panel A). En panel B, efecto de
VA11512 en L. sativa. Panel C, efecto de
la fraccion VF 11542 en L. sativa. Los
valores negativos indican inhibicion, los
valores positivos, aumento en la
germinacion o el crecimiento. Los

resultados son el promedio de tres

réplicas.

Actividad (%)

-404

-60-

=204

60 -

401

20

| :

50

100

38



6.5.2 Efecto de las fracciones secundarias en la sintesis de ATP y el transporte de
electrones fotosintético de cloroplastos aislados de espinaca.

Para conocer el efecto de las fracciones en la fotofosforilacion, se evaluad
su actividad en la sintesis de ATP y en el transporte de electrones no ciclico de
cloroplastos aislados de hojas de espinacas. Como se observa en la Fig. 12, las
fracciones VA11512 y VF 11542 inhibieron la sintesis de ATP con valores de |s de
69.66 + 1.26 y 36.14 + 1.25 en ug/mL, respectivamente.
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Figura 12. Efecto de las fracciones VA 11512 (B) y VF 11542 (@) en la inhibicion de la
sintesis de ATP. El control es igual al 100% de actividad y equivale a 143 + 47.42y 112.6
1 93.27 uM de ATP/ mg de Chl x h respectivamente. Los resultados son el promedio de tres

réplicas.

Debido a que la sintesis de ATP puede ser inhibida por diferentes
mecanismos: ya sea por una inhibicion del transporte de electrones, o por inhibicion
de la transduccién de energia o debido a un efecto desacoplante, las fracciones VA
11512 y VF 11542 se ensayaron en el transporte de electrones no ciclico de
cloroplastos de espinaca, medido de agua a MV en sus tres estados:

basal, fosforfilante y desacoplado. Los resultados se muestran en la Figura 13, y
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como se observa, la fraccion VA 11512 es la mas activa inhibiendo los tres
transporte. Los valores de lIs calculados con cada muestra en los tres estados
(basal, fosforilante y desacoplado) fueron: 34.21 £ 2.35,97.36 £ 1.06 y 65.78 £ 0.73,
respectivamente para VA 11512; y para VF 11542 son: 91.05 + 1.38, 110.0+ 142y
110.0 £ 0.54, siendo mas activa como inhibidor del flujo electrénico en sus tres
estados la fraccién VA 11512, ambas fracciones se comportan como inhibidores de

la reaccion de Hill.
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Transporte de electrones (%)

Transporte de electrones (%)
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Figura 13. Efecto de VA 11512 (Panel A) y VF 11542 (Panel B) en el transporte de
electrones fotosintético basal (M), fosforilante (®) y desacoplado (A). En la Tabla 7, se
muestran los valores de los controles en pequiv. de e x mg™' Chl x h™' para cada uno de los

transportes, el control equivale al 100 %. Los resultados son el promedio de tres réplicas.

Tabla 7. Se muestran los promedios de tres réplicas de los controles del flujo de
electrones para cada uno de los estados (basal, fosforilante y desacoplado) en
pequivalentes de e x mg'Chl x h.

Compuestos mBasal eFosforilante A Desacoplado
VA 11512 666 £ 0 1533.0 £ 94.75 | 1599.0 + 376.88
VF 11542 686 £ 0 1000.5 £40.30 | 1257 + 20.6

40



6.6 Caracterizacion del asperulésido.

El analisis cromatografico de las fracciones VA 11512, VF 11542 y VC 11591
permitid evidenciar la presencia de un componente en comun, siendo mayoritario
en la fraccion VA11542. De esta ultima fraccion (0.975 g), cristaliz6 de manera
espontanea un solido que se analizo por las técnicas, espectroscopicas de RMN de
hidrogeno y de '3C en experimentos uni y bi-dimensionales. El espectro de '3C
mostré 18 sefales, asignadas de acuerdo a su desplazamiento quimico a un residuo
de azucar, cuatro a carbonos de doble ligadura, dos carbonilos de grupos éster, tres
metinos alifaticos, dos de ellos base de oxigeno, un metileno alifatico base de
oxigeno , un carbono anomérico y un grupo metilo alfa a un carbonilo. De las sefales
anteriores, dos correspondieron a: carbonos anoméricos (C-1y C-1’), dos carbonos
con hibridacién sp? (C-3 y C-7) y dos cuaternarios (C-4 y C-8), un metino base de
un éster (lactona) (C-6), un metileno base de un éster (C-10), un metilo alfa a un
carbonilo y el resto, los carbonos de un residuo de azucar (C-2" a C-6’). El espectro
de resonancia magnética de hidrogeno corroboro la presencia de dos hidrégenos
vinilicos en carbonos independientes (H-3 y H-7), tres metinos alilicos (H-5, 6 y 9),
dos metinos en un carbono anomérico (H-1 y H-1’), un metilo aislado y metinos y un
metileno en carbonos base de oxigeno (azucar: H-2-H6) y un metileno alilico y
vecino a un éster H-10). De acuerdo a las correlaciones observadas en los
experimentos bidimensionales, se confirmd la presencia de dos hidrégenos vinilicos
en carbonos independientes (H-3 y H-7), tres metinos alilicos (H-5, H-6 y H-9), dos
metinos en un carbono anomérico (H-1 y H-1"), un metilo, metino y un metileno en
carbonos base de oxigeno (H-2-H-6) y un metileno alilico y vecino a un éster H-10.
De acuerdo a las correlaciones observadas en los experimentos bidimensionales se
establecié que el producto analizado es el de asperuldsido y se confirmo por la
composicién de estas constantes espectroscopicas con las publicadas en la

literatura (Wu et al., 2013) que es el responsable de las actividades observadas.
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7. CONCLUSIONES

De los seis extractos organicos obtenidos de tallos y hojas, el EMH fue activo
y con el mayor rendimiento para los ensayos de cernimiento, por eso se procedio a
su fraccionamiento por columna abierta y se identificd por primera vez en la

planta Bouvardia ternifolia el compuesto asperuldsido.

La fraccion VF11542 presentd un efecto inhibitorio del 100% de la
germinacion de semillas de Lolium perenne, siendola fraccion mas activa,
sugiriendo que esta actividad se debe al compuesto mayoritario presente, el

asperuldsido.

En el transporte de electrones, la fraccion mas activa fue la fraccion VA
11512, lo que sugiere que probablemente ademas del asperulésido existen otros
compuestos en concentraciones menores que también participan con la actividad
inhibitoria, por lo que se requiere aislar mayor cantidad de EMH para identificar a

estos compuestos activos.

El EHH mostré una actividad inhibitoria sobre el transporte de electrones
desacoplado, e inhibié los fotosistemas Ily |por separadoen 40 y 60%
respectivamente a 150 ppm, estos resultados sugieren que el extracto tiene dos
sitios de inhibicién diferentes probablemente debido a la sinergia de los compuestos

presentes.

Por ultimo, este tipo de experimentos no habian sido realizados previamente
con esta planta, por lo que los resultados obtenidos con el asperulésido permiten
concluir que este tipo de compuestos podrian tener un uso potencial para el control

de la germinacién y el crecimiento de malezas mono y dicotiledéneas.
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8. PERSPECTIVAS

Colectar mas planta para preparar una mayor cantidad de los EHH y ECH,
que resultaron ser mas activos como inhibidores en la germinacion y crecimiento de
las plantulas de L. perenne, asi como el EHH, que presentd una actividad inhibitoria
en la cadena transportadora de electrones fotosintética; y por medio del
fraccionamiento biodirigido aislar el o los compuestos responsables de la actividad

inhibitoria presentada.

Realizar con el asperlusido las pruebas in vivo con plantas crecidas en el
invernadero y determinar su actividad inhibitoria pos-emergente, midiendo su efecto

en la biomasa seca.
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10.APENDICE

9.1 Medios

Para el fraccionamiento de los extractos y la separacién y purificacion de fracciones
y de los compuestos puros se utilizaron gel de silice para la columna 60 Merck,
tamano de malla de 0.0063-0.200 mm, para la cromatografia en capa fina se utilizé
placa preparativa de silice gel 100 UV254, de 20 x 20 cm y 1 mm de espesor

Macherey-Nagel y placas analiticas de aluminio recubiertas con gel de silice de 0.25

mm de espesor (silice gel 60 F254, Merck).

9.1.1 Medio de aislamiento de cloroplastos

Compuesto Concentracion (mM) Peso (g/L)
Sacarosa (C12H22011) 400 136.88
KCI 20 1.491
MgCI2:6H20 5 1.0165
Tricina 30 5.376
*Ajustar a pH=8 con KOH
9.1.2 Medio bomba
Compuesto Concentracion (mM) Peso (g/L)
Sacarosa (C12H22011) 100 34.22
KCI 10 0.7455
MgCl2-6H20 5 1.0165
Tricina 1 0.1792
KCN 0.5 0.0325
MV 50 uM 0.0128

*Ajustar a pH=8 con KOH
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9.1.3 Medio de transporte de electrones

Compuesto Concentracion (mM) Peso (g/L)
Sacarosa (C12H22011) 100 34.22

KCI 10 0.7455
MgCl2-6H20 5 1.0165
Tricina 1 2.688
KCN 0.5 0.0325
MV 50 uM 0.0128

*Ajustar a pH=8 con KOH

9.1.4 Medio de transporte de electrones sin MV

Compuesto Concentracion (mM) Peso (g/L)
Sacarosa (C12H22011) 100 34.22

KCI 10 0.7455
MgCI2:6H20 5 1.0165
Tricina 1 2.688
KCN 0.5 0.0325

*Ajustar a pH=8 con KOH

9.1.5 Preparacion de Sulfato cérico amoniacal

Compuesto Cantidad
Hielo 350 g
Sulfato cérico amoniacal 12 g
H2S04 concentrado 22 mL

9.1.6 Medio de transporte de electrones para Fotosistema I

Compuesto Concentracién
Medio de transporte sin MV Aforo

NH4Cl 6 mM

DCPIP* 100 uM
K3[Fe(CN)6] 300 uM

Ajustar el pH a 8.0 con KOH



*Se prepara el mismo dia

9.1.7 Medio de transporte de electrones para Fotosistema |

Compuesto Concentracién
Medio de transporte de electrones Aforo

NH4Cl 6 mM

DCPIP* 100 uM
Ascorbato de Sodio 300 uM

Ajustar el pH a 8.0 con KOH

*Se prepara el mismo dia
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