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l. RESUMEN 

Los metabolitos secundarios se biosintetizari a través de las 
vías del metabolismo primario6 de vías similares; po:Seén diversas 
características· que los· diferencíari. claramen.te de. los. metaboli tos 
primarios, pero comparten con ,ellos algurias propiedades i:: por.::esto, 
es difícil establecer una frOntera' definida entre -metaboli tos 
primarios y·0 ·-se·cuna~r1o·s.'~·.' .. ·-<.·:::·<:.~·-' · ··. · >.· · '-. · · ·· .: .. , ... <'. .;" .... ,._:.- ::•.'-

La impC,rt~r{~j_~;rií~fEt~Ól·i~a. int:gral que. ti~nen·1:~~,'1~Kiontos 
secundarios está; lej'os ;;;de' conocerse, en cambio sú; ·'importanCia 
ecológica sec';•ha\:(:pÚesto{\en . evidencia frecuentémerité·:··nivérsos 
metaboli tos Ne secilridar~ioS; .• participan como. mediadorés ::en.· las 
interaccionés.Bbicüógi"c-ás':·:su actividad biológica ó'/sus .mod6sde·. 
acción son fundamentalés•'eri este papel mediador· qué_ desenipéñan; •.Ya 
que pueden '.,afectar.'{ una •''.gran variedad de procesos\ biológicos: 
fotosíntesis'; respfración' di visión celular' sínfeáis•:cté proteínas; 
actividad erizimátiCa,. etc. Muchos metabolito.s seC,uridari'os:Chan' sido 
utilizados· · porJ:el \hombre para curar enfermedades . O .• bién." como 
plaguicidas:.·· _ .:. · - · >- . ···:• _ . •• -.. 

- , __ - .. 1_· .. -: 

Las laé'toll~s-'.fsE_lsquiterpénicas y las cumarinas, s'e -~ncüeri,fran. 
entre los met'abolitos sec'undarios que .présentari·~uria'gran variedad 
de acti vidades··~i.'biológicas: · · considerando';'éP' 'efect()~ ~qué: estos 
compuestos - pueden ·3; tener .• -_- sobre :•. algunas" > proéesos -~ é:celt1 lares, 
particularmente< l'a);;fotosíntesis' . : es/( pqsibl~-::c:;pensar .<en·--.--. la 
utilización de'estos •métaboli tos como. herbicidas'-naforáles'.'':El 60% 
de los herbicidas comerciales actúan irilíibfondéi;la'fotosíritésis' un 
50% a nivel de la'/qúiriona Q9 , y en menor, gradó la:;biosíritésis .de 
las clorofilas y. los caroténos. - · ·/ .·:·:-- • .·· '.é-< · >\ · <• -.. 

El objet.i;¿del presente trabajo fu~}det~~zj_~~z_·~n~f~cfo de 
algunas lacto~as .s.esqui terpén~éas · Y, 4:-:f:§p~lc.~mar~nas,:ffriaturales 
sobre la fotosintesis - (fase luminosa); · como_;pos_ible;.modo/de.- acción 
biológica de e·stós metabolitos, como alelópát_icos\ ••. :·~· :'.··• ·, . .- .-

La actividad de las .lactonas sesqJlt~~~éhi~~~<Qfci~'>1~~-4-_. 
fenilcumarinas_ sobre diferentes •. procesos'' dé la ;fotosíntesúi~(fa:Se 
luminosa)_ se _ inyestigó en . cloroplastos'' "afi~lados '';de ;~:espinaca 
( Spinacea ol.eracea L.): síntesis de,·ATP (fotofosforilación )','.bombeo 
de W y transporte de .· electrones (basal, . desacoplado'.: y 
fosforilante) .GDurante el~estúdio, se caracteriiaronJ~ifererites 
formas de accióri: .l) la isoalloalantolactona inhibió'\_tóaa's las 
actividades medidas; es decir . .Se comportó como un inhibidorde·1a 
reacción de Hill -.. ( inhibidor, del· transporte de electrones); 2) la 
5, 7, 3' ,4' -tetrahidróxi~4~fenilcumaiina, la ... 7~inetoxi~.S, 3 '., 4'.
trihidroxi-4-fonifoumariria y· la .s-o-6-D-. glucopiranosil:-7.-:-rnetoxi-
3' ,4'-dihidroxi~4'.-fenilcumarina inhibieron la síntesis de ATP.yel 
bombeo de protones,: pero estimularon el transporte. de electro_ne.S 
basal, fosforilanté' y .desacoplado (en menór porcentaje). Se 
concluyó que el ·mecanismo de acción de estos compuestos está 
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determinado por la actividad desacoplante de los mismos; 3) 
finalmente, la 5-0-6-D-galactopiranosil-7-rnetoxi-3',4'-dihidroxi-4-
fenilcurnarina inhibió la síntesis de ATP y el transporte de 
electrones ,fos.forilante; sin embargo, no afectó . la·: captación de 
protones ni el transporte de electrones basal yidesacopladó. Estos 
resultados indican.que· este compuesto actuó corno uri'·inhibidor de la 
transferencia,deenergía~ · · 

Los re~Glt~db~:·:obteriidos durante la p~es~ll~~ '-inJksÚgación 
permiten cól1c1üir;_ que; .la ' isoa11oalantólactoria • y. <las. 4-
fenilcurnaririas';'son'./cornpUestos. con .. un :•potericlal':••aleloqúírnico· que 
pueden }nterf.eri,r, '.\co,ri ,:. ·el·.·· crec;:imientÓ} ',de ':···.],os•·.· Órganismos' 
fotos inteticos ·,;cuando ·.estos. actúan: como .. blancos de· acción· de est.as 
moléculas. Es inÍportarite''señalar 'sin ernbargáí 'qúe estos ·compuestos 
pueden tener otros·. rnecariisrnos'i,de ·acción a· través de Tos cuales 
ejercen un efecto biológico diverso.. · · 
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2. ABSTRACT 

Secondary metabolites are synthesized through routes typical 
for primary métaboli tes or . similár t() these. Both pri~ary and 
secondary cornpounds are ,different •in 'sorne characteristics although 
they share certain properties; · It is difficul t then to establish a 
clear frontier' betwéen them;. · ·.. · 

The met;b81iC:•.iinpo~ia~6e ... 8t-skcoilaa:'i-'y 6ompounclstis;~t·.·.unkn,own 
while their 'eco~oglc•ic'irnportánce has •frequenÜy \been ;evidenced. 
Different ·secondary/irietabolites'.takepart as···.médiators}in 'bfolOgic 
interactions 1: •aff.eéting;:,·a "lárge;ai vers í:ty., of,, biológ ic·,.¡;:>rocess;es 
1 ike photosynthé's i'S 1}~t respira tioriF i\c:e1lu1ar•:'cti vis iori;•··~···· pro te in 
synthesis, enzymaffc a'Ctivi ty}.•efo > M-any 'secondary mefabolites ha ve 
been used to •treát.:di'seáses and',:ág'alnst;)pests; :· · i ; /.~-........ · 

sesqui ter;~ne-·l~~~()~~~:gná ~6úiü~~Ta~·.~~k'.·~~6ond~-i~~rii~iáb~l.i ~es 
wi th a variéty cóf'.°biolog~c activitieis :~cónsidering-,:thei: effects•.they
have on certain~céliú1'ár:processes;)pélrtiéularly'on'.php:iosynt~esis, _ 
i t is possible. to.'think ()f them-as:piobablé,'riáturalherbi.cidés. 60% 
of comrneréial herhi'9ides' inhibit pJiótósynthes is, 50 %fa t' quirione·. Q0 
si te, and ' ' othérs~:~éi!Íhibi ting :·,' .·:. chl'orophyll , ana·; .• , chloroplast 
biosynthesi~ :, _ ·: ' · •. ,•:;·· - .C..: .. •< .. _ , 

In this ... · ~oi~;/ the\ effect,··~~- .:orne• ... ~ksq¿itkr0enk lactones 
isolated frnrn Rá Úbida .méxiCaná, and 4-phenylcournarins. isol.ated· from 
Exostema caribaeúm, and', Hintonia ··la ti flora •on photosynthesis· ( li.ght. 

phase ~h~s a::::r~zJ:d,~;,th~)jL,~i¡~eá; s~sguiterpene la~tLl~)~na 4-
phenylcoumariris orí ATJ'.·~ synthesis .. ( phosphorylation) , H'-uptake · and 
electron trans-port}.(básaF; uncoupled and phosphorylatirig) of 
isolated spinach :: ( Spinacea < oleraceae L.) chloroplasts · .was 
investigated .• Different<m.od.es of action ·were characterized: 
1) The isoalloaláritolactorie . inhibited all rneasured acti'vi ties 
acting as a Hill reactioncin!li!::>.itor ( electron transport inhibitor) . 
2) The- 5;7{3'74-~~:.;tetrahydroxy-4-phenylcoumarin, the 7~rnethoxy-
5, 3', 4' -trihydrpxy,"4.7pheriylcé:>umarin and the 5-o-6-D-glucopyrariosyl-
7-methoxy~3.''; 4', ::dihydroxy;:-4~phenylcoumarin inhibited ATP synthesis 
and proton : >úptake ·~ _bút . stimulated basal, unéoupled; . and 
phosphorylatirig.' el'ectrori transport. U was concluded that the modes · 
of .actiori of· these Óornpounds is determined by their uncoiipling 
activi ty. · ·. . .. · ·, ·::>':o :~;;e: · '· . ·· ··•· · . ' :' 
3) .• The ;5-o~6~D~gal~cté:>pyranosyl-7-methoxy-3',4'-dihydr~xy~4-
phenylcoumarin' inhibited-ATP. synthesis and phosphoryla tirig electron 
transport, • not.:· affeóting :.pi:'o.ton uptake · or basal . and. uncoupled 
electrón transport. ; This ·;suggested an inhibition . of · energy 
transfer. ·· · · · · · 

It can then be concludéd that the isoalloalantolactone and 4-
phenylcoumarins are allelopathic compounds that interfere wi th 
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photosynthetic organisms growth acting upan these si tes. It is 
important to point out that these compounds may have other rnodes of 
action through which.exert a different biologic effect. 
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3 • INTRODUCCION 

3. 1 ALELOPATIA. 

Las interacciones planta ~pla.rita son diversas y s·e estab.lecen 

entre aquellos vegetciles que co~;arte~ el mismo hábitat; 

importante de ellas ;es •l~ ~árn'~~f~n;~iÍ;t, }'.ª ~u~ -Ía<ffiay()~í¡:¡ de las 

plantas son . s.é~{J.es • .. y ~~t~· ~i~~{cfa~ .···~~~ ¿~:l.i~: a·LC:()inp;;.rtir muchos 

la más 

--,\:.:' .<~,·-

recursos del·. ~mbi~rit~ '(~ri~~n.j~9 ~5y;; · · ··· ·· ··-···• · ·. · : < · 

Existen al~~n~·~/ {~ier~6ciionC:i; ~je·. :~~o"i~&rah: !lletaboÜ to~ 
secundarios. Preéis~ffi.~~f~-2 ~!>~as~, {~{: i~~I~i~k t~{~i erió~~riéi lúmacio 

alelopatía, · t~~~~ri.~ :~:~;~~-;~¿, por.?M()ilsch·~~~¿·~9~7TcRrci'~·;: ~{'g~~) ; que 
.~:::, . - '. ··- - '.,~~-""--- _-.:- . . . ---· .. ~. ._ ._ - . '-- - . ' . . . - ·. - ' . . ' . - ;.-'. 

deriva de dos. •:'• • Z.~í~~r ": griegas j ('~1~~1on;,ir~c.Í~~o_C:o y 

pa thos=sufriin_iéqt:o ;, ~~l·i~~~> d~ti~i6 a \1~J_; a\e.J,()pél~íaF corno. la 

interacción qJ¡~-i~a; {~fiil1a; o.~~~¡¡¡~~' entre todc{Üpo' de. l'ianta~' 
-_;·~- -: ·-:·: ____ , - :::-:~ ;-_< .- ~> ··:'•'< 

incluyendo .• a. los'. micr6organisrn9s ·'·Para; Ri~~\ ( i9 8 4 i ,< la. ~i~lopatía 
- ·~ ·.- - " -.· .. -, ; , . 

se refiere a c_ualquier eifécfo perjudicial () benéfico de u ria: planta 

sobre otra' .cic:lffi();,.\Jon~iC:iieric~~·ae);l~ P,rod~cc·i~n;.~a {{¡;e~a¿ión al 

medio de rn~taboli 1:6~ .. seC:Í.indarios d.i versos . /~]_ boncepto de 

alelopatía im~l~~~.:\~hí~.i~Üa'i~~n~s r~~~cÍ'o~~~ ·~l~~t~·}~~i~~i. 
Los cornp-Uesfos "'"con. ~_:;~o'-i~-~~ia 1° 0-aftíbpátf~o 'tce;'fá_i1 .. presentes 

virtualmente en todo~ los. tej id:()5,.~_de. las ; ~l~ntasi ·hoj·:s', tallos' 

raíces, rizomasf'.frll~()~''"y~~~miiJ.~~ _<~í?.~l· i~á1f.> .. : 
Los rnetabolitos · ~ecuncl.a"riOs '.i¡;;J?ll'c'aa~s' e~ Ta· ~le_lopatía 

incluyen diÍ:~~e6~¡e~ ~.i;c:{i; como son '.io~; ácicio'i ••• 'teÚlicos' las 

qui nonas, 1C:,.s ter~eri6~ / los ~s~~;oidés(, . ias cumarinas:; los. ácidos 

de cadena larga ~ los aical~i~:~, p'()r tari ~ólo. mencionar algurios . 

(Rice, 1984). 
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3.2 DESTINO Y SIGNIFICADO DE LOS ALELOPATICOS. 

El destino de los rnetabolitos secundarios es diverso y 

frecuentemente~ :debid;; a_;'5\.i. 11atGra.ieza· qUírni_ca; pueden ser tóxicos. 
. :;,\ '.>-··. ->; -~\;._ :._i," ' ' .. - . 

para las plantas,queGio~,pr~ducéni:poi: .1o~que éstáshan tenido que -. ..,_ . _- -. . -. ', .. ,-, ' -_- . ,· ·. '·.- ·. ,,· - -. '., .. -.. -· .. ',., '" '>-r - ' ~ ' . ' , ·- . - -~' '. 

desarrollar . di v~rsas\:Ei.St:;a.tegia.s 'para. ma11teileilos · .. aleja dos; de. las 
" ' ' • ' • ' ' . - ' - - ,. •• ' . - ' . . - ,. -• - . . . ' • - . . º -~ • • • - ... ·., . ' • • ' - , 'O 

zonas donde 5~, ef~Ót.iéÍ~':ia_~ ie~·~ó'i;oÍi~s '. fue~a.~ó~i'céÍ:S ;\ ~Ór ,éj ~mplo: 

- pueden i~acit:i~ari·o~;~•-.t~~na.rio~··i~~¿~6s ~()~bi;riári~o{l'Js' con 

distint()s/;adic~}~~'.' 6 ·~~f~éÍ_ridg\~P~~í!ner~s( . 

- pueden sér :a111lacéllac:los én. yacl,ióias/ ; ' ; 
'-~ 

- depOSitadOS:en~'~éiulas:muert'asj(én ~lC~~~i:am~n ·ª~>ia madera)/ 

en espacios. intercé1u1aies1 :'.ierl.e,1é:>'s ;pe)'.'~5· glarl:dl1iares de la 

superficl.e~2le;i~~ ¡Jlántas':> ··· -~····· :.:: . 

- ser des~arg,~d~~ a.i' ~jt~; icJr . '.: < : . .,:· i : ;. · 
,:.·:~: ,~'.\'" - ... ·---,:._~·-"· <;·~· ·,. 

Si son refénidos'·;é:ÍentroC:ae la. planta; ' pueden adquirir 

importancia· corno ~~:af~ .:~~;ª, ,·¡.~Pil.~t ·'a .: .. ~¿'.i .he.rbívoros o a 

microorganismo~•• pkttóge~os.· ~~i·, s~· ·n~'eJ:n· 'ai ~~~2rior, ·.'pueden 

inhibir a 'los. cornp~~idore'~, pote:nCi~l·e~ .• ¿l · .~uifa3~~'f ·c~i~o,· si 

alguno de. e~t.~~ mébani5ffi()5;i~~i~~ i: r~\1t:C,i~to){iC:ac¡~¿·: d~~:Lk planta, 
• • -O,: ~ ;; :. • ,o-.:J. ,• ~ .. ;•' • '{,o• ••;-:·~,-.-

de inmediato represe'nta ; u'ría t:yE;~ta'j a': pa~~,·iii. 1nlsrna / Y; s,i además, 
, ·- · .. - ''.\"':-; f:.·J_ ... ,·' . . . ' ·.'" ·:,~:: .-··' ·. 

ejerce un. contro.l .. s·obie~algullosú)J:ganis'íli()s'.:pedu.c:lI'éi.ales, su valor 

para la planta , ~~~~~~~o;r~ ~ii~~-~~~~}{c ~'.i~h-~lÍi~'',' 19 ~ s) : . . .. 
·,--:' ·-L~:·_,.,:. .· ,.._. .. :~:::.:·' 

La produc_ci.ón,(i~í esta~{S,~~~ªl'lcii:ls;:Y.5.~u) l:~§eraciól1 ·al medio, 

constituyen en l~·¡ '·6onítinidades . 've~r'etal~s; . i~~;ctad~;~s <lluvias 

químicas, y 

ecológicas muy sig¿HicaÚ~a~~ ~ue~ deter;rilna~'~r est:~l~ci~iento 
de todo tipo de interacciones.• ·:bi~.ló;gicas ( intr_a o 
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interespecíficas), que surgen y evolucionan, dependiendo de la 
'· -.-· • • • '. J 

naturaleza química de lOS metaboli tOS SeCUrldariOS / la Constancia de 
·- .. - .' . :,·· .- .. < -_ .. ··. ._'., . . ' ·-> . ., 

su producción.y iibe;:.aci6n,los_efectos.provocádos1 el tiempo que 
. ···« :r· . -~ :---:, - -.- -.. -" ... --. · .. ,, ·--. . . _,. . . , . . -,. . 

perduran en el. lllect.io. y ei tipO. de organi~rn()s .involucrados I como ya 

se ha menci6n~d~: (~~CÍ:;~~/1~ai)/ ' \ ·····•··, •.· .. 
De acuerá6é:i:'C>nTJk~y~···(1969)'···ia?iib~raci~n. de los compuestos 

alelopá tic~~.-. ~j_ ~~i; f~J:~~-; 6'6h~~~l~¿,j; ;·. 
- volatilii~~ióri~a >t.l:'i~é~'-á~~lias· hojas 

' . .: ·'.-.--~ 1 :.. o ~- t ~ (_ ·. '¡ • 

lixiviació,~ ~)l~v~.do~de'.ias par.tés. aéreas de la planta, por 

la lluvia/ .. la ni;ú:?~:•/eii~;:.6díC>:;; 
exuda~ic5~c,:~ t;~~é~'. ~~. :ias" raíces . 

liberación ~~\'o~' compuestos de los restos orgánicos por 

medio de lixj_viiicloii ci'por~ ia d:scompcisición micrcibiana de los 

mismos. 

-- .:- . -= ' -.\: ~.: ,-,- - ' __ 

3. 3 MODOS DE·. ACCION DE LOS. ALELOPATICOS. 
'. '. , . -. ~- ~ -< . , . _, .. :_· 

EFECTOS DIRECTOS E INDIRECTOS; 

Los co~~-u~~ic:~·-·~a¡elop'átkosi~ de .la-~- planta donadora· ·pueden 

interferir di;~~~'aínente~co~ ·i6~' p;oces~s me¿ból icos primarios del 
:~ .. --. _. ,-: . ' 

organismo recept()r. [La acti~id°ad¡'J:>iológic,a ,de'. esfos C()mpuestos va 

a depender d~ ~ü n'at~i'~:l~~a.- q'dídi{c~, '.ele\ ~u .,con~enfra.ci.6n, ·de la 

sensibilidadcteL·~~¿~pibr~· del;éJ?~¿b·~s; .. ~~tabó.1.ic~ ,fmpllcacto•. y de 

las condicion:s ··ambil~~~{e~ ·· ( ~utna~:i Tan;·, l98 6): sin ~;rn~~r~o/ los 

efectos pueden ma'ri'ifesfarse' de f~r~-~ in:~ire'cta, a' través de un 

aumento en la ··suscepÜbilidad a cie;ta~ elifermed~de·~ i:n . la planta 
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receptora, o bien, de una inhibici6n de algunos microorganismos 

cuya relaci6n con la planta sea vital. Estas limitaciones 

nutricionales . deperidiente~ de 'la alelopatía, son especi~1m~nte 
perjudicialeS pai:'a ;_~~:plantas en :1os su~los .for~st.c:i'lei pobr~s en 

minerales Y .. uene~ ~~ni i~~o;t~nfe' ·p~!Jei re,!iu+aa~~· ~ll .iá. sucesi6n 

vegetal ( Ri~~. )9~4 >{ . ' .,: < •< :,,. ';\ > ; , . . . . 
La interferencia : de> l()s\ aiel.;p_~t_l~c:is5: con '·Jos. ~iocesos 

metabólicos>. es~ diversa <lo :~J~ i~~ii~á),~~iá.(~.:#· v~~iéa~d· cie; n1~d6s · .. 
__ ,,.;._,, f';·: 

de acción d~: ~st6s:compu~st6~': Cu~riao el':''et~dt.6'.ci~Lun alelcipático 
_ _ -,-_:.,_-:L\,-:;-~_:-' >¡.;.~·s,'.;?~·_::·,'.-.; •-e:--- .,:,:· é"._. :_¡·:~~ .~.--

producido por una planta .se:manifiestai pór.ce]empfo; a~ct~á:vés de 
-·,_:• __ ,___ ----~,,.:_e;:-:-,_--,,._,_-,-.~- ···7 ; • ' 

una. inhibición del <cresilniénto. radic;uiar~ estb' si~iilfica 'c]U.e se 

está afectando de' man~r~~-~s.P'~'¿j:·~~ci~}kfªf~~i-s~s;·16i'~~rie1b~ ce1Ü1ares 

relacionado~···~;'¡; e{f:Ü~6i~!li3.~}~ntc:i'~~:l11it'.;66,'~a;i~~ .~( ~e~pirk~i6ri ). , 
meristemos p:ri;nario~ · y'~~6·~~~ár'.io~j'; (~{:,¡.isI6n y ~16~~a~16n>cel~lar), 
propiedades .·de las'·membrarik:s·/ cinét'ica • ~nziffiá.:¿~á: •. ·· ~s~~fe~is ·de 

-~->~·· ·~ ~--'-. _... -··:.:'·-''."':.,)•::.:_.. ;:::.-.;· - ·.·t·-. ';;.¡~ •" i":;: 

proteínas, esti:Üctura:;'crÓmos6mica, . etó':> ( Koeppe ;' Ú.72; Jarikay y 

Müller, 1976; Einhéúi.d'iRasmuss~n)'i~'7'9;}6~~e.iol1 :VJilii'a~;.i.980; 
Harper y Bal~e ,'~19k1; :;~~1/}'':;~r~v~'1t,X~á,, ~~~j,;, ~~{¿;~ 'e{¿{~. 19.82; 

Balke' 1985; ·.' .Ei~~~íiL~> fas~ i :J L~ath~;;. Y>FJ~r;ij~iü~',:01.~'88 i ccruz

Ortega y col-s.:, ''1908; ~j_99'c/t~~~~~;·-;~6~~;./,19~()l:\; '· 

La determ:ÍnaCi6n <le~· i'os ;!ne'!c~nis~O,s' direct.'cis .Y,"1~'.s; modos. de· 

acci6n por medio'de.fos·¿u~i~s {·~; ·~gfu~~~~tci~'ii'eJ:'¿pát{~6~ inhiben 

el crecimiento. de ~ª~ 'p1~ntas'; ~s ia ,,clay~ para ~~<:ici:h~;ai 'at~'unos 
de los usos p6teri~iaí~~ c:Íe 'ibs; 'aie:lo(iiiiriíido~': Al 'r~~~·~cfo', nuestro 

- :--•, ·~ ;·_' .,. <;':-.·,, 

conocimiento es. extremadamente e'scaso. •'ia mayc:ÍrÍ~ ''ae'' los estudios • 
·- -:· .... ·.-;.,, ,- ·.- -"·-·.·,·-··.; .• '. :".'. '>·, _, _____ .·- .• ,-.··.- ·:;_ - :.; -·-· •' ·, 

:-.-.;> 
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fenólicos, ya que muchos de ellos alteran diversas funciones 

metabólicas.· La :·perturbación de estos procesos s.e ha_ logrado. con 

concentraciones de O .1~1 mM de estos metab~li tos. : secundarios, 
. ·. ·:· . ~ : / .' ·; 

mismas con la.S que ~e ha -logrado una .inhibi'ci:6n" del crecimiento 
'· ' . 

(Ein~~¡~ig, 1989). 

J. 4 ALELOPATICOS·Y HERBICIDAS. 

Los compuestos alelc;;páticos . y los herbicidas cÓmerciales 
. . . ' . . . . . : 

muestran actividades Semejanhes ~óbie el crecimiento v~~e¡al. Los 

herbicidas tipo auxíni~;;,; '~6~o··~··~i <2,4~D (2;4:diciJ:o.io~fe~oxi-
. ;.'~.. _---..,.,.'. "- --- --· 

acético) I tienen -PJ:'Ofuridos e:f~6i:~~:' sobre e_l cieci~.Í.e~tci y la 

estructura de.·· Üí.s pl~~tas serisil:Íl~s ';(y~ c~U'~ari, un ~a~l:ii.;). ~¡~ido en. 

el patrón de crecimi~~ton~r~~L 'Alg~n()~;;d~ici~ ~~rnbi~i~ 
,.- ---

induCidos 
:•·. 

son: ~-f: \ _: :(,:: -... x·~>:~ :.·<,_;.;·:::~~/-

- suspensión de' la ~i~i~ión de Ú~~ 
- detención· de lli'' elong;ibió~ d~; las ~é1ti1~~\ por lo tanto, 

del crecimie~'l:o ~J.bn,~i t~~-in~l:·:; 
::;:~-

formación.de rn'ai:iuros de la 

planta, porqú.e >' i:~s se :•hinchan y 

tejido vas_cular . . .. . . 

- las raíces pierden.su h~bilid~d de.absorb~r ~gu~ y sales. 

- inhibición ~e la fotosíntesis 
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- obstrucción del floema 

- estimulación,de la producción de acetileno causando daño en 

las hojás y tallos 

Todos estos ef e6to_s hablan de un · desbalance hormonal general 

que conlleva una c6nciucta celular anormal. , Sin duda el 

descubrimieritc/ del· _2,4 .:D. y 'otros. he~blci.das ..• similares·· durante la 

segunda guerra lllti'ndfa'l ,; :r~v:oiJ~ú:>riaroJ:l '.e~\ ~o~trol de malezas en la 

agricultura. Po; ~tro 'la.do,· su uso'. y; el> énfasis Juesf~ '.en la 

fabricación 'dE!' ~l1~\i~:~J~ 'má~ -'~6,cie~cis'o,.s§~~rlJici~;s: ~e 'es~r~ctura 
orgánica sintética'{ ~h~} dido<;urio d~ i~)s )actór~s : que • 'más ha 

deteriorado ·a1···••ª~~ien~e;e,~.~iI1~r~i·;;···pl:"ovo~.~?º :1~·.~e~apar~ción. de 

muchas espec-~es 'en la.5.issJ:_erá > debict2' a .sti baja biodegradabilidad 

(Cárdenas y cois?, 'l~':~B;.~~g~~ Y, 

1990). · ... ·.····•• ·:.,• .•. <: ' 
Al analizar la di~e~~i~ád ~·e modos de a:ccfo~ del. 2·,4~D podemos 

inferir las· 

0

infi.!1it~t;" p6sÍbiil~~d~s que .. tiene ·,este. camp,o ·de 

investigación, ~ant~:.cgn l~s '3.ieic)q~1mico~ .. ya ,~e~cubiert!os ci~!n6 !)Or 

los que aun está~ p~~: descubi:ir' 'lo' ~ue: tiólr:ete,'. uri 'beneficio 

potencial en 'el ~;núci1~ ~~··~áie~a~',· 'pl~~~:s ·y :~~;~;m~~:ci.:t." . 
• ' • ·- , 1 • •• - • • ' ,. ,· • : '•. • ' • '•.e 

; . 

Como en ei caso de.cUalquier compu'estcí 'bioactivo; e1:'efectO de 

un alelopátic~ de~ericie' d~ que ;~u c~hcentr'.:icicS~ eh' 'él' lllE?ctib .•'alcance 
' -~ -~ ,_. -

cierto umbral i es' fiecueni:.e ·que algunos;. a~~lo¿áti.cos' ,q~~ un 
;·:::· .-:·,•\.--'·;-·. e;, .. ,-.'.'' 

el crecimiento /ªe,. diVersas ~·~1?~9ies' a ';una 'concentración d~da' 
puedan estimuial:'10/á concent.racio~~s'.11lá~ ;bajas'. ·i?ór ·<:ít;ó)~ao', • es 

muy probable que en la mayor parte de.los C~s¿s.en;que,se.prciduce 
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una interacci6n de tipo alelopático entre una planta y otro 

organismo, intervenga inter~iené no sólÓ un compuesto; sino una 

mezcla de ~Úos. ; De esta', maner~, d~Ü~to; de :1á al.el.apatía los 

fenómenos si~ergÚti~Ó~, .. 1a:ip~t~n¿i~·~i#ri '.ak 'efectos· ~ .~fon·· la 
,,;~· ,, .·. . . :, . '~·' 

neutralizaciCsride' 165 'misnios'; ;~ueden pr·e.sei!1t~i:Sei'' ~~ri ifi::'écÜencia, 
<·''.;· -.... _, ·~· ·''::. ::/: ' 

haciendo más• cÓmplejo;sui!estudi~?en'.el:iné<liocnatui·ai.;.·• 
._c.· • -· • ~,, :·· ,: ',.'-:;.:: • ·:; .,::'·;: ··--:---::~ 

La alelÓpatÍ;:; pue'd~ )_ llegat a; sei :un , ~rii\¡;, ;n\l~/i efe e ti va en 'el 

combate de ··m-~l~zE~/ ~ck~~i~~rando > -~~·~······.·.· -~~-~¡;fén. ~~~p'~eci~cíes 
alelopáticas en los tip'os.silvestres de algÚnas' especies' cultivadas 

. ..·' . -~ . •,; ·. . . . ,. '> '" .. . . . . ·- ··- ' .. , ,: ... , ... -~-: ' ... 

y que estas propiedades p~~aéh'.t'.iansfe;r.ii~~~g~riéfi~~nié~fef~6~ .. ffiedio' 
't· . ::_,-;·-· .- ~- "-- ,,__.:;_·-~ •. 'i!o:; L "< ' '°'•~: ,;. .. , .. _-;,:_ • ""' . . . - . 

de cruzamient.bs~ 'o· bie!n''por} inc;¡'eniei:.íaY~¡fén'({Ú'C:af- 'A.1:•\ri°b~'e~~nÚJ:~e .. 
el uso de plan~~~ cÜÍÚv:~~s:•ccfo ·p;6pieCiade;)al~~~b~'~ida~, se 

la·: c6n~~:~fri~ciól1·' 'aC::, '~riibie~tt~i' ¡~ ~i •. c:J,ªs,~~f~e~onómico, .. evitarían 

derivados del u'so)c1~:,l'terbi¿;idas p~r~ controlar .las . ill'a.iEi.•s. hierbas. 
¡ ·r·.~ ·:;::__., 

El 60% de los hei::bi!Jid.i's coill'erclales •inhibe la fÓtosí';;t.:esis, .. un 50% 

actúa a nivel: a~· ~~· qul~oria o.;. el1 menor g:z::~clo .i~hib·~~ la 

biosíntesis de 'ci6r~fÍias ,Y ~~iofer1~~-. ~sfe''tip6 de hÉ?ibicld_as 
---·-·-- - ----

presentan una b:·j~' t6xicia~·a ,en 'm~ITiíf~r~~ (~u_du~, Gruinbach, 

1984). 

Las dos ~las~~. ae'- ~ci~~~·e.s1:6:s ~de' mayor 'inipO~t~néiá· <icl>mercial I 

y que comprenden''~~~ -d~ ~~ nilt:~ ~e 1:¿d~~ ·J."as h~J:J)iÓi~a~ ,c·g~~~~ente · 
' . - ·,. . . .... _. ·----- .. ' - - --,-, 

utilizados, s~h :~--~Ü·,~·fi:~·,~~: __ ~~~/bl~~-Üean\J.·~~- 'fúOCiOri-~s? f·afoS-intéticas': 

l. los 
':-:":·:·-, >''::·_:.·/ .. ;., ·"· ·.:.-·.:-··. :;>. 

grupos quíniiC65 .. •de. : las Ureas; , .amidas; t~ iai il1as, 
;: /' r.• ·--__:·· 

triazinonas· 

herbicidas tipo diu;6n; és~os herbicidas se.car~c1:~J:.i~an por 

tener su blanco ~e ac~ión a ~i ~e¡ . de la proteína' de · 3 2 kDa 
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unida a Q9 (Pfister y Schreiber, 1984; Sid~r~r y cols., 1984-). 

2. los nitrofenoles conoéidos como herbiCidas tipo II 
- , .... ·-

( inhibidcires PS ~ II; que blog~eán el foto~-ist~1Ú II de la 

reacción de Hill a nivel de -1a proteína: d~ 41'-kBa imida a Q0 

(Moreland y cols., 1980; Huppatz y Phi{;1{ps, 1984-), 
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3.5 FOTOSINTESIS. 

La fotosíntesis es. el proceso mediante el cual algunos 

organismos utilizan i'a energía solar para sintetizar material 

orgánico a partir de ~b;, a~iia y minerales; con'sb de dos , fases. En 

la primera,< conocic:i~· c~~ó ;·f~~~ /ü'mihéi~~ ~~ · prodti~·e;)' dos compuestos •. 

ricos en ent:rgÍái ~1;',~~ni?'i:i lei ,f,.T'p;>..~i;;{ti'ftáh~cim~nt'e;;;se Ci~~prende. 
oxígeno por .fÓ~6{i·~i~;~;{\a,~~~·;- 'y.-~~ ~ll~vá a<~~bO en la~ me~~ranas 
tilacoidale~ del· c~9J:'.6JJ.~sf6;';fE:ri •l.~/~~;;;ghrid~, 'úi 't'~~e:.c:i~6~iaf se 

utilizan el .. ÑA:n.E'H y ~{ . .zi.TP.';·p~r~,;iea~bir'(el\dió~ido .de'cárbono y 

transformarlo· !J;,2n,;i~+~6;~t§;.~~ "~a~[~h{~ra_to.S. <fLtibos~-· .c~iuiosa ·y·. 

almidón>, y se .realiza> en éL; estroma ''ae1 . c16ré:ií?1astO • cfiú1er y 

Goodchild, 19St) . / 
--- .. ·.; ,----

,. ~· 

¡_-, 

Los 

longitud) 

cloropiast6s :.~~~ :;g~~e;a.'i;n~rit~ ·••·· elipsoidaús ' ' ( 5 'µm de 

con >s~' á. ;~~·' ~1cii~~J.~st6;2; por•:c~~a,·•· ~éiÜ1'i (Fig. , lA). 
¡-;'·.'.- -_;""·¡_;,\'' "'.·:;'• •;, .. 

dos membrana~ 'que ~6~tien~ '.,: fél.- ;na:t.ú'z; tii'éir6'fÚic¡~:ci.'.·e's'ti,oma, .el 
"-:"- .. ;, __ ,:_:>. - - ----. . ,;;, :,'.•.':'·>~~-~:·;:~~~;..- ·-···"-·-·~_:> ~_;_·,~--; 

cual posee·· • o·N~Y ~.:-::ribC>~6~a~ ,;~,. E>1ast:og1óbu1as, ,., _aminOáciaos, 

nucleótidos, · : á~i~()~·: ;·,.()r~á!l;i~b~s ;<, {,carl)ohidra tC>~, · ' iones y 
" 

aproximadamentli2oo Ül?o'~ cíE3;pr8téíría~; (Hiller ·Y (;_9()~6'hüd,_Ú81) .. 
_o'--~; __ . ~--~=;,._--;:?-~---~--'o_~: ,-o::7c:::-t-"-- ~ ~<o;o~o: C...,C'-o_c;:,~'-o- - ió:--:?¡='.~~-~=;-c;.--;-,-_,..,-~~ ~:='-·.,-•·-- • ;, - '··u·.- - --,- - , •, - •, • , 

En el inteÍ:-ior d~l}estrorn~ hay üÍla ~eil~'.d~ v~~.Í8ui~~ Ó sa"cos 

aplanados llam~·d~~ ·:~{i<lé3o'i~~~' e l~s c-~aies \ ~~ 'a~umuian en pÚas; 

este conjuntosé éle~ón{iila gr~n~,·-•·•r,a~ g;<ina' ~'~tá~\ih~·~~8C>~::~ta~as 
por membranas. : Úa~a~as int~~larnE31a~. Lá m~lniia~a t:.{1~~oi~al 

. ' - . . ~ . ... .... · '· ·. '. ,, .. _· ,· 

contiene 50% .·dé proteínas ( lipoprot~ínas), .· ·40% ·'de fosf61ípidos 

(glicolípidos) ~ 10~ de clorofilas (Ellis, 1989). 
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3.6 FASE LUMINOSA DE LA FOTOSINTESIS. 

En las plantas superiores, la luz es absorbida por los 

pigmentos antena .que incluyeri los complejos cosechadores de ·luz 

y .proteínas, . y los 

molécula de transforma en ene~~}~·: química 

(Lehninger y i::~1;i'.'>.i~~~)-.• < · .. /' ). 
Además ae~ las~ clorO~fit~~~ ;_;Íos---6loroti1astos- coiiTfeiíe1r-otras 

sustancias que' son ·~en~min:dos{pl~m~n~~~: ac~e~~r~():> ~~c~hdarios 
porque su ab~o:i:~ión c1~ 1:1u~ ·J6;ii~J:~~~~fa:·1~·: acicióri' de' ia clo:i:c:>f il~. 

importante) las;. 

: .. '':~ '. ·: ... ,,;>·.-:" ~' .. ,.. '. <: :, 
13~daroteric;··-··.•es ei 

~ ·,~¿· 
más Estos incluy~n· los 

y :-'cvb~t '_y_·· voet, 

1990). 

Los centrOs de clorofila 
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formando generalmente dímeros unidos a proteína. cuando una 

molécula de clorofila absorbe un cuanto de luz; eleva su energía y 

desplaza uno ;de. sÜs. ei~~tI'6nes a··· un nivel . energético máyor. La 

molécula pU~~e aisipél~ ~~~; ~~ergÍ.a por ¿fer~~¡~s;in~6ctniSm0S / . entre 

los más importé:ui_te~; ~e ~ncue:nt~a11. los ~r~~i·~~ies: 
1 > La tia~~ie.rJri6ia Ci; ~~·u;~ri~r'~íci. á:_:61:X:ainícii~C:u1á•de clorofila 

CUandO SU ~ie6~1~n eX.dtadÓ Ccté; ai estadO::b~~al / • la 'en~rdía Se 

utiliza para .. , ~i~~ar' J!l-.~1··~~ti6!l · ae·.u!la m6ié~~i·a i\Tediga; ~i 'estado 

excita do, los · f()~~n';s k~~~rbHc1~~ -~~i~r1_a~ ¿!Ja ·~61~~uia a:_.?ti~a ha~ta 
que alcanzari,á.1os'•¡::iignientos;de íos 'c::;ritro_s_i·ae i'~~só.fón.{A~í por 

ejemplo los pigmentos" c6's~c~·;~6;~s de. i'~~ .. ~·1;1;~~->s~· e~~;~ía' de 

esta forma. 
-~_.":.'. ~}--.--:~, ~·._;_·.:·> ':-:-~'.:·~.:.;:. <~·· ·.'.',;- ."~_, 

·· .. ::-~ .>;; -_:;~::: -
-;,_ 

2) La molécUlaº de Lc10i~Ú1a ~x6if~~~}E>~~d~ 'su 

estado basa±•· ~~¡;~;;ª~d6 .. irZ~rj~- . en ·:úri·ª ; r~acc_ión. ~~ín1'ica · que 

generalmente i~~olu~;~y;~ péi~ida;cie'. J~~l~c)t}ó~; cf~ ~ia \nd1ééula de 
'l·:~·~ ., ' .. ' _' _;_. '·"···' ~· . . :3'· 

pigmento. La clorofila'. de los;é::e'rit~os de reaCCión ctisfp~ su,énerg.ía 
»·._:;,-

de esta formci\(AllcieZ.~O'ri ';, Bea'iaa1i\ ····í9 9Í);f:'E;J(is't'eri 
'. '~, : ~ ~·. '' .:. 1 • 

reacción e~ las·· pl~nt~~··s·JpE!~j_c5;ed;',P68'cí· Y.P700 'J?ici.:i;-a 'él· fotos is tema 

II ( FSII) y el. f<:li:Oslste~E; 'i (FsI) ; re~p'ecti ,;.Jimente: 
.~'.. ' -o::';.~~;-;,...~~.-.; "-=-:"-:.-,-o;-,;:-::--=;'':.-:-.-- .. 

Los fofos-isi:e~a:s;·~~.~~ci~~ri~~¡;·s~ns~~~uidos Í?~r:pro1:eírias ._q~e ·· 
son enzimas rédox acarreador'as'de>eTeÚ~ories, pigme'nt<:>s antena y un 

, . - ... '~ 'r'-. "· ·. . . . - ,, ~, - ,. . . - ·' . . ' . '·. . , ·. 

centro de reacción: · ia<pé.ria.i.aa d~, J~ electl:cS~ :~~<·.l.~ '.~J.or~fi¡a. clej a 
¡::-·~ .. /, :..·:-. -.- ,-_, 'J; -- ---<; 

una carga neta positiyái: q~'~ átr_aé; un . el~c.~~~n proveniente de 

alguna molécula.,· cibn~d~;a,: En . el··• fotos is.tema. ir JJ..6~ ··· ·~le~~rcmes · 
provienen de la oxidación del agúa, rniént'l:'.ás 'que 'én: ~l:;fo1:osist~ma 
I la donadora de _ eÍectroné~ .~s ... iá ·. plastoc'iani~~ ;educida, 
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y 
en 

La transf~rericia; de electr~~es de agua a _NADP• invcüucra un 

gran número dé cornpone~te~ enzj.°ináticos, constituidol3 P'o~_complejos 

del FSII, cit~ocr~ri;-~''IJ 6/f·y· FSI•·co~~~¿dós -~~-~- ~ompg~¡nÚs ~tSviles 
como la PQ y. la >Pe (~i~: 1B); estos compone~tes :~;:esentan 
diferentes valores ·~e'.~6~~~cial de re~u~ción c~L~.- 2): Cuando el 

centro de reaccicSn del FSII inteiácciona-corí la luz, se genera un 
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estado P68o' que debe regresar a P 680 para continuar con las 

fotorreacciones. La reducción de P 680+ se lleva a cabo cu~ndo el agua 

cede electrones'al.oxida~se:por los cuantos de.luz; la reacCión se 

representa mediante lc:l..si~uiente fórrn~l~: 
:rn20 + hu 

El complejo.· de fot:.olisis del agua contiene por lo menos 20 

polipéptidos. EL sitlo:(de oxid~clóíi.; ~~l agua está ·formado . por 

cuatro iones Mn. con' ~IÍmeros de oxidación q~e varí~·~ - entre +
2 Y· .+4 

,. ". 

durante el· pro;::e~b c'l~-d~scomp_osic:iÓn del agua, de 2 a '3 iones ca2• 

y varios iones ~16i~;\:i~ ('~~b~s, 1992). 

Figura 
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Acoplada a estos eventos, - se - encuentra la formaci6n de un 

gradiente de protones a t_r_avés de la membrana tilacoidal, el cual 

es utilizado .para . la •-•- fosfo~ilaci6~ -del ADP con. ortC>f~sfato 
ca tal izada par·• l~- A;P-sÚ1~et~s~_ •• (~~d~;s~ny'~é~r~'aú:1 Ú9~) -, 

De acu~:J:-aó 6~~ l~ ~~6-ií~~U~ic;s%61:.i~~ -p:rbb~'~s't~ ;-pC>r Mitchell 

(1961) 1 se esta~lece/í.in ·:~~piamiento entre!. i~ ::~;~risferencia- de 

electrones y_ l~ ,:sínt~~i-~ ads;~i"> l;'é~~-~i:~~:gier~{:át~-~~·f ·f~Üjo- de 

electrones a través del si51:e;'iiia ae'."nibié'cu1a.~·· a.•cia~r~adorcl.s;; c'C>·nduce 

protones a __ .-t~ai~s de•_ ••fas•<·_ me~~ranas,:-·gener~n-~o· -~-n · · g;a~i~nte 
electroquímico _d~- ~:t:C>~C>h~sy ,9ue es -ut-iúiado ;e~ f~ ~ín~~~¡~ -de_ ATP 

(Hinkle y Mccá-rt~i;' 1999 f;'~ - :-,.- ; __ . - . ·~--;- :-/-::. -

-~,{e 

de: ei~<J~r~n~~ ', -_·. en Los componentes de'la cadena tran¡:¡portad?ra 
·'-!' 

los c1orop1asfo6-> ~~ ~ri~u~~t~~~ a1s~rAb~í~'.os'c1e'~a§~1~\h'~i~rJgénea 
en el espesor. de-.- la • ~~mbfana. ti1aé::o:id~f.- cO'mo; fesultado aei esta 

'1"- '.'.·T· 

.''" : _.::.;.;·: ,' ';,_.::.',;-·· -;··;:; . ,_. 

protones hacia e_1· interiol:-; a~f ~i~éicoi~e_•- 9'.~Fei~a_nci~(~n .-~pH; 

La oxidac:i6n d~ a6s. mC>l~cJ]_'a_~i/d~-~~u~-'i{b~iéJ: bJ~tio 12ro_tones 
"~ -·- -- ... ___ --_-- -----· .. -··· -· --.- - - - - - -· --····- . -~-- ',,~·-:;;}); .. 

dentro del tilacoÍ.de. Cua~do do~:ei~ctJ:'6h~s J:'educen a:.la PQ, esta 

acepta dos protones del e~tJ:'on.:a y se 'J:'eduC::e a pla.ÚoquirloÍ (PQH.;). 
' r,-"•, " :_.'< ' • '' 

Posteriormente;--• 'ésta ºmolécl'.i1~a.cios lib'el:''a·en'~eF Üim~ii,. der~espacfo 

intratilacoidal cu~n~~ '~~ oxida nuevamen~e a PQ por el complejo 

b6/f (Anderson y BeardaH, 1991). 
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3.7 ATPsintetasa DE CLOROPLASTO. 

Es el complejo multienzimático que se encarga de sintetizar 

ATP a partir.de .. ADP.y Pi, es:.decir,.es una ATPsintetasa. Se 

localiza en ia' ~JrriÍ:irana,t.'ilacoidal (Faludi~DanieLy bo~s., 1983). 

Esta enzima es.a~llomiriaaa ):~mbiéri cFiF'i ATPasa 1, porgue se encuentra 

constí tui da' priri'cipaln;e!lt~ .P'o.i ª.ºs 'pa'l'.-~e~: ói • ' ,·, . ' 

1) El co~p~nent~ ¿~d /e hidrclfóbi.~& );~ ~ie~ se 'encu~rii:{a eniBébido 
en la membra!la '. tÜac~idál y fu;;cl6r:i~ ·;;()¿In~ . éariai:; 'i6~ico ·.que 

transporta .H: h~i~Iei.~{Ú6 ~~~t·~~~tft~'.'~iNJ~.;~~g'~J~~H++ ·.·gJÜ~ta· ele 

cuatro aife~e~tes suou~iJ~a~~·'t e ;;>~'{1Ti0,.:· cA1{ i cc:>Ís:;; :1983; · 

Beckers y ca'J.s: ;b~{;:;\:'.X · ..... ;;~,; ,- c'é L ~:- ·· __ ·: , ·· ... - ·· •· 
se propo~-~ c;1¡;¿· "la:~·: ~·~J¡;~¡;'i~~~e~ t~·i:;r:· 2:r -~º·: ' Pt~~~íilas 

membranales integrÚ~s .. : L~-~. ::"~~~.U:~iClad \I, ''-;~~:~,. ü!l .' -:e~~ento 
hidrofóbico . ad()1.3'.a6 - én; l·~ 'cieínbr~n~ .:y -j-ot~ó~ h.ici'rci:Éíúé'o 'que . 'se 

proyecta haci~ el' esfroina: for~a;i~o Ún iail~. ;~~:b;~~'.q~e éF/sei une 

a CF0 por iqterciccióf; co~\ :es'éi' 'taÚ~·; '.L~·· ~.3_ {~ial~ia' ·~l~~rnente 
• ·._:_ •• -:.: - ,. l 

hidrofóbica de la ·•sUbuÍliC:laci•úi se'"réi.3.ciona:·;c6ri.~'ü·papei i?l'.'opuesto. 
-·-,.: - -- - " '· '.- .. -. ·. . ':--· .; ''. . : -. ' ~. • <', -:.: - ' .. :. ': /,':-~--' -::- ' '"'. ; - : .- < .:· - ,- - - ' ... - ,. ' . ' . '. . : 

en la formación del;'ca~ai'~ de. proi:oneis en ;foi-ma<hexagonal •'a' .. través 

de la membrana, .el, oc~~··/~,N'~~ÍCic10J~xÜcárbocÜim:ida), se.~de a 

proteol{picl6/ • y · l~ ~u~~~á~J' 'ri '{~~~~~ . a·.· ~~~{ener 
'.'·.~ ·,~._,- .• . . ~ -~ '-'----=:--= .,.._,.._- o-'oo"~·:O:_.:'.;~--·---·--'- .C:7-.--'--;·,- \''-=,~ e;-' - \, 

este esta __ 

organización ~e~tr'llc~fura.i. ,. La ·~¿t,~úda'ci' rv·. es una l?~c)t'eína 

hidrofóbica. Y pr~~~nt~:s' !~ ~~¿iice~• tiansrne~braziaies / uda de•, ell aS 

J?robablemente Úit~~acc'iona < c~~ ia./' ~~l:J~ti'.i'c:l~~ ,·r±:r ;~a;a;· :f;~~ITiar el 

canal (Barber, 1987; Hud~on y Ma;ofí; 19B8j. 

2) El c()mpor¡erite CF1 ; M¡¿~~íl\cd) 
' ' 

·se en la 

superficie estromal .de la membrana. CF1 ~átaliza la síntesis de ATP 
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La 

- . . ·-):,; 

subunidad 6 '.pr:e~~rita• el sitio catalfticio, y de ~nfcSn ·pai-~ ~l DCCD 

(Merchant y: s~{'~an,, \19~3// Las . ~'ubunldad~~ :v,~ r~. Ji.~ri~~.'. ~~sos 
: o': '.~;'.·· ·-

ffiOl eCUlareS . de i3 B' y.' 2 Cl
0

kDa i : i-e~'pe'sti:.J.a'nierite y E!~'tá!l involucra.cias en 

la unión de ··1~ grot:~i.ri¡ ~. l¡.me~bra~a; pbi:- i:í11:.i~o ·i~·'s.uburiidád e 

esc.ia.: p~o_feÍna.·; f~g. ;~J.aa6ia.:\.qi.í~;':Yman···t .•. · .. i.~ne ·H~b¡~{~}. la 
1,.. >~:''. :'.. ·~- :.~ : . ·' 

hidrÓlíÜca 'de la enzima;· Ta cual e es removida. cuando la 

ccin\T"iei'te.eni tiria ,ATPiirit~¡~~-~h.~ft.ii~'.;(~:~·azaw:. y cbls. , 

(14 kDa) 

actividad 

enzima se 

1982; Deno y •sll~{CT;CI, /i984 )~·~Los}~st~diS~ --~obr: 1.a: bi.~sT~te~is de 

CF0-CF1 han pe;ílli.fid~ coricluii- •'que las ~:~·b'unl~~-des ~·, ,6; ;1.~, . I I 

- ;,·::.-_: .:"":-~· ' ~ -- . '.;-•· - - - . ~ .' - ':;:. _ ... i'',';-. 

III y IV son ·codÍ.f icadas:'eri .. é' DNA.'dei' :'ci'oroplasto;/Ilíientras que 

los genes para• ~:~si: ~Js~iúaa'~E!~. i ;:éi'r '~~fá.·ri ·i~~;lizad~~ . en el 
'.' f,, ., . 1 ~ ,, -._ .•,: - ::,~~~' .~ 

núcleo y son 'impCJrtaé:lás:;'\T'í_a.' :cprec~r~o"i·E!s',• de. alto peso /~cüecular 
-·;-··· - .. - . --

( Nelson y coi~:,; 1900; He~th::iff § · ~6~~., 19~1; ne Heij •.y cols., 
",.,_. 

' .. -0· 

1984; Roder~ei .Y Bog'orá'di l~ft2_}~'.ºc' ~.-~ ':~: ~.,e ,e··~· --
puriÍic~~¡Ó~ ~e •te~~: ' (factor ';d~; ~ci~pl~~j_~~tc; La 1)., en 

C¡. 

cloroplastos de_, ékpina~a. :11~\ de~Ó~~rad'o;<un~ a6ü'7.idac:1 latente ae 

ATPasa (Farron, 197di; i'cl)~~a:i PU.~~¡ expie~a:~;e ~or tf'atamieritos 

calor, jDTT;'.,,detergente, al~oh~i~~;·. ~·j:c)\, (Vámoüi~s .. •Y con tripsina, 

Racker, 1965; Pick y 'I3a~Úlian/ J.9'02; A~tho~ y 'jagendorf>i~0~/Ren 
y cols., 1995) . La ATPasa activada p~r calor es :e~~imulaci~ ~or la 
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incubación con compuestos tioles; su eliminación origina una 

inhibición de la actividad· de la enzima. La N-maleimida o 

iodoacetamida inhibe la activación de CF1 por calor pero no por 

tratamiento cc:>n _trip_si~~· . 

A diferE!ncÚ' del 'p1 < ~Üoc6n~~ih' iue•.: ~ar~~:. ~n · c~mplejo 
disociable con unk <proteína'' de bajo\ pese{ illoi~6ú.ikr Cq~e inhibe 

·, .~ ·. ,,' - ·<~ >--: .· -.~:~· '• ;_ 

especificamente' la ATPas~,. ~l CF¡_ Q.~ cloroplasto•es •. {i~a. proteina 

con una acti~i~~-X't!t~n~e c1E!.~ATP~sa.; '.qú~ 'pu~·he·~er; ab~iV°~aa por 

cambios conformacionales ( Far:rcm y Rackeir, 19 7 O) . 

- . - ··- -

3.8 COMPUESTOS QUE AFECTAN' LAS REACCIONES LUMINOSAS DE LA 

FOTOSINTESIS. 

Moreland (1980) clasific? en que· 

afectan las reacciones l~~lnosa~· ~e 'i,{ t6~~sífit·~~is: ' 

l) rnhibidores .del trarispor~e·d:.~iecit~~d~s . . (···· < < ··· 
Son compuestb·~ ~Je in~ib~n". el '{ti~~·~~br·f'.'~ ;éfe' '~Üsúones en 

presencia y ;~~~~¿i~·······~~. c:J>,~P.,y \Pi;/bJen;pres~·r;6·i;;¡: ~e'.i;'N4;'ci ... como 

desacoplante' '.iJ.i:í: ·66~c:> ha s.Íntesi~ a;i ATP,/a.1 ;2áfecfa.:r:· a tillo' o •más 

intermediario~ .de{~;~ '~acl~~a,' i6t~s'tnti~_j_Ók) ~~cii• "~gi~p;l:~,: ·tris 

[tris e hidroXilll~t:·ir)amiñoní~t:a'l16J ~~6ti:a-1".~'t;~1i Ci~~ra. ~tc:i'Í~1·:e¿i~"°de1 
agua; DCMU (3- ( 3 ,4 ~dÚÍ'orofenÍl) ~r;1~a{me¡'.Li;;¡1rea.] ;;iri~ihe entre· Q, 

-·.· " . -~ -·.,' .-, ... , ·-r, • ~ 

y Q0 ; KCN ( ciknu~o.d~ p~tasfoJ ~j,~rce )su/efecto'sobre .Pe;.·· DBMIB 

(dibromometili'.~oprop{i:.,P-lí~h~oq~¡n~~:, ac~q~ ~o~r~ .~o~/ Eb~c [N.-

etil-N' - ( dimetilaminopropil)~c~rbcodÜmida) lnhibe entre' PQ y Ci t f; 

DSPD (disalicilidén-propano~dÍ.amina). ejerce su efecto en el 
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complejo ferredoxina, etc. (Ouitrakul e Izawa, 1973; Izawa y Ort, 

1974; Trebst y Avron,· 1977; Astier y cols., 1984). 

2) Inhibidores de la trans~erencia.de enel:°gfa. 

Estos compu:estos afect~·~ directa,n{entei a la enzima que se 

encarga de lleva~ a cabo la fot~~o~f¿i:..iia.C:.ióh al;inte~;~rir con la 

actividad ca ta1ítfc~ ~e 'cF1 () -~F;,:6::~~~~~' .. Esta• inhlb.icÚ5n rio .··•tiene 

efecto sobre ~i\rahs~ci~fe ·d~; ~f~6t:i~n~i ba~ai•y; d~s~~ºI'~ado; ni 

sobre la magnÚud::dÚ;gradient~'cie protories>:l\i~~rie>s> ej~inpiC>~ son: 

Dio-9, DCCD; N-éfümél.reirriidél. ···•CNEMJ·, -fJ.§iiz~~ª• y- ti.i~~n¡lest~ñci, 
entre otros (MC::cái-t:Ji;'.y }~'6k~~'; 19~5; Gouldi 1976; Izawa.·y Good, 

1983; vermeg.l.i~}-_C::()1~./ 1994¡, 

3) Desacoplan tes ,e,; 

Son compu~s'f~~ acoplamiento que existe entre 

el transporte de;/~{~c:1:r8n¿s y la .,fosf()rilación; no afectan el 

transporte de. el~C::t~o~~~;-~~ió :no ~-~ ef~ctÓ~ ~~ sí~t.esis de ATP, 

debido a qu~ dj_s i!;l~h · ~·1-gradiente ele;ctioqÜimico :~e·"pl:~ton~s . De 
.. ,e'' -, ,, - - ' 

acuerdo a la ·hipótesis ~U:imi6smcSfic'ci, 'lo~ d·~s~co;1a.iites .•son ácidos 

débiJ.:~~·---}' j_~_~t¿{~:;~~ -~-'!~J. c~~~~l>~11-~-if' P!?;~~n,_c:~a:L _ 
electroquímico de,prÓto~é.5-á.i trahsferirlcis ae'Un i1ado· a otro de· la 

o bases 

membrana trarísdu~to#_a;!.• d~ ~ner~Ú, ;~1tos .. son . <Jo~()C::~a~s ccimo 

protonóforos ( Terada(Ol.996 
':.:_;:: 

Los desacopia~t~s· clásicos '~stimulan - el transporte de 
- ,. ' 

electrones en ausencia-y presencia de ADP y Pi, abaten el ApH, el 

A 11' y la síntesis ele ATP, e~'timulan la hidróÚsis de ATP ( Terada, 
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1990). Algunos ejemplos de desacoplantes son: DNP (dinitrofenol), · 

el cloruro de amonio; el SF 6847 (3, S-di-ter-butil-4-

hidroxibencil ldén -lna1611i trile) , FCCP. c~rb6nÚ . cianuro p

tr ifluorometoxi~EÍ;llhid~azon:a:J, el CCCP '(carb?nil ' cianuro 3-

clorofenilhidra~ori'~)\ eitc. ccfo~ts, 1966; Ybshik~~a y cols ·.; 1980; 

Terada, 19Bly. { ..... 

Los C:ol~ra
0

ntes .· tl'.'i:S~~b. ;y ·complejo (o-

fenantrolin:) 2 ~ dh2+': ( ~ati6~icos .·~. AiaioicSbicos) · son co~puestos que 

no tienen un grupo á~j_d() y q~e' iri~~~~~· d~s~copla~iento'. Son menos 
. 

potentes que ios-piotonófoios, 'ác'tuan a·é8néeintracf6nes ·muy altas 
. ~,. x~:-· "·,~·~ -;~~·". ,- .·, ~:,._~.;·,~· -·· 

y requieren la:pl'.'e~~né~ci· de Pi' en·~1;riie~i~\·('reráda YC°ols: .·~·1985). 
Shinohara y Teracla ( l~'~/i'. l:'e~'Ol-t¡;¡r~~ ~uei·e~tos compuEi~tos modifican 

una proteína •. (j'~~ ~~ 9 ¿ kd~ pr'eis~ntE! ·]~~' la 

mitocondria en ~Í·g~~; 
ir · de la 

4) Aceptores·de 
'"' -·- ·~ 

Son compuestos quei compiten con algunos intermediarios de la 

cadena del t~~~~P~i~e d~ ~\.ectrones para redudr~e. Estos pueden 

ser utilizados para ·'estudiar reacciones ·.parciales de la 

fotosíntesis, coino~: eL~f err ici~nurb d~ potasio," el · paraqua.t y ·· 1a 

fenazina-metosulfato, eité. (Mahler y Cordes, 1966). 
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3. 9 ANTECEDENTES DE LAS FUENTES NATURALES DE . LOS COMPUESTOS 

(METABOLITOS SECUNDARIOS). 

Ra~ibida mexicana. 

e 

El género Ratibida Richards pertenece a la familia Asteraceae 

incluye seis especies y . llna va~ieda~: · La familia Aste.iaceae, 

entre otras, es riCa .en'. especies •que coritienen ,•polia~e~iledos i 
estos metabolitos' ~ecundarios son ,~¿y···v~ii~d6~ 'q~ÍniÍcámente y 

muchos de elios s?n f{1:g{ó~i~~~e ~tr;e~ .• e~;icff)~~ .. aii~~ireno,· la 

cis-dehidromatri.caria ,: y.'úi)'cis'.-y .• t.i::aris.~matii~á.ii~:pi-oducidos'·por 

Agropyron rep~h~; ' soiida<J'b'~ alti;!dm~ ·Y k J'E:{:~g~ron ' annuus 

respecti varner{t~ ( ~i~~, 19 84 )C:H L'~~~·:'P'ta'nf.fi~~;d~:'~~U?iafuii'i: cb~tlenen 
también nurner~sas ~adt;h~~·;~~~C]'~j_~·~r;¿g:c·á~; l~s '.c;;~aies constituyen 

-~~-e'!.---~ - .·.:-·:.-,:,'__,;:) -, \;. ,:_.'. ·». _ .. ·'· ... _. 

un importantÍil:\grupÓ de.;inetaboi:it'85 'secundarios,:\~~i:i.c~¡jó'~ ~n .... 1a·. 
1 • --' • - • - ., ; • - '•,º: • ,-,, • ;o~·~• ·:_:• - 0-r' ·'" • •·'-'·"'-!e: ·.:-~ ·-··,, - • 

alelopa tía <A~~ ~ VJl.J~i~ ,\ 197 8),< .~/ q~e '·'~~~e~ri :~a~iná~ ;:¡~·.:. amplio 

espectro de ¡¿tiviáa~ biológ~~X .< stevens :;y.MerriÚlc i98's;: Fischer 

y cols., 
'.· 

1989) . ' { .. ··> ·. ,. ·. . .. 
espebie · R~Ubi~a ro.ex}~~~~ '.cl\Ú~raceae) es una h'ierba 

endélni6i9. J~li~~tldo !d~ c!lÜ1uahJi9., •• c:16~aé ~:r~c~ ;cie; manera• 

La 

perenne, 

aislada; los ·.~ar~h~~~~a·~ , .;.:{·a,'d~~o~~~~n/1 '. 4~wih6~a ~ '.'·Eh.'1~· ~~cl¡~·ina · .. 

tradicional;.• ias ;raíc~~;aéú;.;>Pl~l1f.i se';,hs'in-'~ai~ ~r~i.r~~~~Úrrfo·. de 

desórdenes /g~~f;~i~f~~F~~{~s'; . ·• l:es_f~j,adc::í~', 'te·~íl\~tisrno, 
inflamaciones· aé·'i~: piel }·c6m6Yaiente · ar!ti~é~ti'co;' ~~~ :~hc:>jas ~e 

,·z:: 

peduncularis 

utilizan pa,~a los ac::íió:ré~Cie.;;abe~a· (Richarasl 1969). 

Estudios· fitoquÍl1ii~os 's¿bré,:1~s'"e~~é8ie~ k. i2Jium~iié.ia y R. 
. . . ' ' .- . '.·.;.:· ' . ;.-.-. -~-" 

permitieron el ·'aislamiento e 'id~ntific~cicSn. de 

veintiséis lactonas sesquit~rp~nica:s; tres flavonas; un 
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fenilpropanoide; tres acetilenos y dos sesqui terpenos ( Herz y 

cols., 1985; Ellmauerer y cols., 1987). 

el estúdio fitoquímico de R. Asimismo, 

latipalearis utiliian~o ·. det~rmil1acicSn de 

toxicidad para' A. °Sall~a, , y úi inhibición del Crecimiento de 

bacterias y de' la> :ie~a~~;~> :cal1di/i~ ·~i~icih~·; t>~~i'.miticS ·el 
'"·_-,,:r· -·~'.-¡, ::~·;. ·- ;:·~,_·,,··.~. -,,:;,·'·',:· ~,,,:· :~~;.-.·<'.:;·~ '"/;,· ,:;'. e::•, 

aislamiento e :.'i_ci~nt:iüC!~·ciól1' d~ 'cto~> láctonas i~squi\e'l:'~énicas 
ci totóxicas . e r~fi~izi?ti~r i.:§'. ii.);{ ~g:sgfI~~on§~a~~; ~~t:Lsé~Úcos 
(hispidulina >y pe,~at:~;ih;>·?:A~:g:1~~óÚ~6<~~~~-1:-~f?{<~()j~sfJ.990 l. 

Por otra· p~~t:~_'; f,i~~~~~~F •.5199~? :d_e~~s;l:'~->q.ue:'_el· -~xtra:cto 
metanólico á~~c R;: .,, mexicana: fi~ri~'}' prop.iect~ae~c· :;ciitafcS~icias;. 
antifúngicas ~; 'i~~{~·i'~~-i:-ia~ ;cibre el cr~bf~ie'rit8;; i~~~t;:¡l,. Sin 

:~·~9::.:', :j't;.;~~r~~~~~~f ~~;r1\~~~~)i:f:~~~:~!~f ·~~·~;:···Gr•• 
El estudlÓ fitoquímlco bl6ciif{g{do a'~ R+~~Ji:ici~~~é•) ·uÜÚzando 

los mismos bioend~~9~; :!11:~5 n~el1C!iol1~;dos;: i?ermÚió.~é.i·aisÚii\iento e 

identificación ae ·~º~· ... Tª~·~º~~~·· sesquite¡.péhica~ c1a 

isoalloalantolaci~n~ y.· la el~~a~~die~ó1i¿,' así., como de tres 

selinanos simples,'el.6~D-glu¿ositosterol y la sacaros~ (Sánchez y 

Soto, 1994) -:· 
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Exostema caribaeum e Hintoni,a latiflora ( Rubiacea). 

La familia Rubiacea~ ~sta co~puesta de 6000 a 7000 especies 

agrupadas en aproximadam'érite 500..: gé,neros, ,::E1,• género Exostema 

Richards incluy~ ~6 ~s~~c~e~Tqcali~~~~sy'P;~ncii;almente en Mé~ico; 
e=) <::- ,-,·., ,.,,.. , , 

Costa Rica y SudamériCa'.· ErÍ 'r1éxic0' sr:i.ha~·a~scii t"()cllatrO' e.;,pecies: 
.· .. ;.: ..-.·.-:.;::'·'' ',.; .. ;-. :.-, . __ ,;,·,_·-\;'·' '--::-,: -'-·;,--·-;·.> .:::;-~:.: ... ~··. ·:-::-,_.·.-·---· .. -.-:··,\·.,.:··_,·.· -... ·-

E. coulteri. H~ok; É:/iriaufuJ11s1:ancUÍ:y,i'E:.~~xica1JuJT1'.y/'.E~ ,;~_rlba,eum 

(Jacg.) Roem:', ~t s6h:~1f'; ''<A~·~1_io·,T1~79\ MaiÚ~er 198,~}. 
Exosteln~ ', caribaeu~ (sy~. ci[Jc;~n'a d~rib1'ea) e~;linXarbust6 o 

árbol de diez m~tios<·ae'aituÍ:ai''ae bofas ¿:~el~~ d~ 5~11 'cm/ flores 

tubulosas y 'bi~~()~~; ' fi-ut~ ~e i:s cm :.con ' sei'iiiü~i aládas. 

Popularmente esfc;ri·~~idb como""copalchi de- Joj)ltla ,,:;: ,.;~Í'.s~'·'guina 11 . 

y "quina de Michó~Úx11 ·; ~~ la' ~e~ia·i~~ ~r~~iJibria~; '·~·~ :~~fi{zd~o 
~ ... , -~: ... ~-~". ~ ,_ -~. -, ... _,_-, 

como un sustitútO' para; ia <;¡[i.i~1hii ~(sánchez-vi~~ca\ .i969;7Ma~1iúhéz I 
• - .:_,": -- - : • • • - • o.._•,-,.;_ : -, • " ' - ·> .-:·-~ --. <·',;.¡ ,'. ,·,;¿_· ,--,_ -~-·-: -, 

1989; Harbone 'Y Ba.xté,r, ',,19SÍ3f: '> < (' , !f'.' <, ·. 

Los distintos ;estudios fitoq~íriiibbs . s6bre E; ~~ftb~~~~· han 
.·,: • , , .,,-.. ,~_~:. -· :~\.: ;e,'.:--· r.::::, _,,, 

permitido el 'aislámientó y,' caracterizacl6n'del'.mani'tb1; y diez 

fenilcumarinas csá~ch~z-~Vi~~d~; ,~~~~ ,·~;~:t:',•>;''l~B/~'. ;i_'9aa); Las 
.··~.· '-:~'. __ .,:;_~ :;·:~_: ,;,,_,·:::·,:· ·":'-);-' -¡-· r -·-· 

fenilcumarinas :dé'•, esta 'eihíeC:i.e, 11o,~?é§cistraro:11.~a'cti v,}d§d \in ,'vi tro 

sobre PlasmodÍumi'jaic;ip'a~i_;/¡¡, :sin 'embargol Íb~'. ~6Ínpti~~t(,~ 5-0-(3-
:>"- :,y··- :· .;~,;· ''::.-: 

galactopiranos,~l ~_°1-_;~ -~!~J:p~~;i~ii~¡;ciillfdróxi\-f 4 :'>r~hú~~~a:~iná-" · 'y 

7, 4', 5' -trihidroxi~,4.:f~l1i1 7 5; 2'..:·¡;x.Í:db:-c~ni~ri'l1a: ' pfe'sentaron 

actividad cont;a: caridiáa ,'alb.iC'~n;,, ~~h ~ai;,i~s d~ MIC de 12. 5 mg/ml 

y 15 mg/ml, respe~~Í~a~~~1:~,( kcij.~s 

'·-<' : ,.· 

El género HintÓ,nia presenta cuatro , especies, las cuales. se 
' ' 

encuentran distribuidas en la región mesoairiéricana. La especie 
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Hintonia latiflora es la más importante desde el punto de vista 

medicinal (Martínez, 1989}. 

Hintonia latiflora .... (Sesse ex Mociño ex DC; f Bullock se 

caracteriza por ser. un;.arbustO de siete ~efrO~ d~ altur~i d~ hojas 
, ~. • ' • - .: • > ·,·: : : ; -: •• - •• ·_; - • ' ,. - ' : ~ - '. ' 

opuestas y oval~s •·•. Cle' 4~12. cm; flores acél.mpa'nada.S 1 i:ira';Jc~'s y 

aromáticas de :5~;· ci;':Í:f~to :va}~ :itn~ulbso· ccih>seÍÍtilla~ fiequeñas y 

'pará aladas (Martíne'z 7 19!J9)·:··¿5 titü¿~~a··~n· {~ ·~ed~~inaicc6r.t~za 
':· ;:' , .. ,, ··;~"· ·- ' - -· . -

el tratamiento.dé diversá5;'éi{férriiedél.di;;s) :i.nci11.Íyel1élo'ia•malaria y el 
'<·e;;."• ', ~ ._'; .~- ~· -·- ,,_,,-,::':: ~: ( ;,'.- --~~; :- '". .<~·- ~ ':--· -~--.; .;, 

dengue (Reguero y'ccls.,.}987,):.\ • ·····. ··¡·c .. ,··'·" ··· :. 

Desde el pllnt'b:Jk. ~r~;E~~·.}n;¿~th~ict? 'ícsJ: estu~Úos realiZ~\dOS 
·.··~·--·,.· :.:· · · !-:-,•. ':---~c=··-=-"=~f{~;ii:;·~·:::-' _:-'.;--~;;~-:..-~-~~--' 

sobre el género ~lliÜtonla~~··~~\'11iiri~·b;~;¡~·~ · ~'~ la' espeé{e':~Hintónia 
-. --~- - ':.~_-' .¿:-·:' -· _ .... , ~ _,., ¡, ;·- _- _- -___ ,-

1 a ti flora. Estos permitiefón', ~~.~ aTsúmic,~;Jto /e ider{ti.úcS'aci6n de 

fenilcumarinas Úe~ ii.{te1penoid~s~~ de :¿p6 cu6~i~i~ano,· una 
- _, · ... ~-·--- - r --- ·. , . - . 

flavona y el P~sito~feioif}cR~her y co.ls;; {983; Reguero y col.S., 

1987; Soto y cols':; 190á;'Ma~~ y c6is.·, 1990). 

·- ·,:-

3 .10 EFECTO ALELOPAT;~o ;:DE; LACTONAs SESQUITERPENICAS. 
~'..._ 

Las lactonas sesqu~~erpé~i('.)~S ~.onsÜ,tuyen uno de los grupos. de 

metabolitos secündários'~que han=s·.:tao máá estudiados 
. -·--· '. . ·-;:. ·.-: .... , 

aleloquímicos (Rod~ígue~; 19/6/ F.Í.sch~i-,.1991); 

Las lactona~ s~~~uite~~é~ic~~ ~6n> melabolitos '. sec~ndarios de 

origen mevalónicd; se',eiic~entran •aistribuídas eil más d~ 15 .. familias 

de plantas, predoil1in~U'terrie~~e · en 'la~';Asteráceas > y .. · r~prese~tan uno 
,'·_-, .-... ''.· ,:,_·· ··-··'"' .·· -_·;: . ... -.• --· . .-. ". ·. -

de los grupos más ~;agd~~de'prod~~t~s.Í1at~r~J.E!s, i~cluyenci6 cerca 

de 
... ':':.··: 

3,500 compuestos 
'{ ·:·.·,_.,., 

'(Picman 1986; Fischer, 1991). Las .. lactonas 
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sesquiterpénicas se localizan en las glándulas de las hojas, 

···::··· 

espectro de actividad,~'.s [bi.Ofógica~;:' i_nclfren~o la '~i~1bpática, la 

ci totóxica' la ant:i.tu~c:>ra1 ;;; la 'aritiÜii~l'.'c:>!Jiái'ía';; 'i'~ >j:';,i~~~'t:i6i~ii.\ la 

rnolusquicida <1ª , aF1:Iba.1.3.~~?.;;f l~ ' a:núpraqü~f~ri:a. la 

inrnunoestirnu1j~~f fra3~Í~U~~; ,~J¡~; ~v¡~:Jx:ifü_f~~'i_Z ~i~iJ P,icrrian, __ 
19 8 6

; E:is::::~~::
91

; &::?u:::1ro:
01

:i~~~::::~os .•de Ls/.1actonas 

sesquiterpéni~~s, i 16s~stúdit:>s: se'. enfoc~~:'a ~~ ;~cti.v:i'.akla ·•sobi-é la 

regulación del, creci.mi'.:nic:> y lk\;~~~1~~6¡¿~ &~ ,Gi~hii;t 6ui~i~ádas 
y malezas e Arria y. l..n.3'ya;. i97a;' FlsC:~~i, ·j'g9i, ~acík~ :/~6ü 19,92; 

- ···~ ·. ·;· : ' 

Baruah y cols;, Í994i-LaJ1genheiliii.1994; Ma'cías~ l'ggs) . .-E~tre éstas 

lactonas se encÚenf~a la verno;~pin~, la cual ~~rn6str6' ~n electo 
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inhibitorio sobre. el crecimiento del coleóptilo en trigo ( Sequeyra 

y cols., 1968; Fischer, 1991). 

la Fischer y cols. ( 1989) .. ·feportar6n que lá partenina y 

confertiflorina ic10-~ .MJ: initemenidron sfgnÍ.fi~~tivai:n~nte la 

germinación :·a.~ sfti;~ a.Siat:¡ia. A.símismc:í·; la>párt.~nina e 10 mMJ y la 

artemisinina, tio;;; .~··~·· ~Úii':{Í1hible~6í1 G 'ger~i~¡~ci6ri:y /~í~'6t~ron el 

desarrollo de .. • 1ás .•tale~~ · i~dJ~~~J~I~~'. '~~<: Pfaaseoi~s ·¡• .;uig~riS y 

Lactuca sativ~, i~s~~ctlv~~e~·á•i(l<anc!Ía~Y 1975, D~k~ /6~i~.; 1987; 

Fischer y cbis., ·:í9~'~¡-~hen 'y L~athe:r; ~99b)O'•·. >.. ··• ····· 

Las z~J.uz~rii~a~·· e y ,D :.(106 g .so>ppm,·· ;~~~~c~iv~~ente) 
inhibieron t~t~.l~~nt~-i~ germinació.ri y'el:.creCi~font~ r~~¿Ül~raei 

i/:,:- ,,:: 

arroz (Asakawa y col's. ,-1979; Fischer> 1991). 
'. ' ' • •' • • •·- • • < • •, • • - • ' • • .-e - ·- ----' , _ _;_ _,- • • ' ~ -

Además,.' i~ ·~so,Úanto'l.~6ton~ :,s:~g)lJ) la ál.3.ntolactona· (10 

mg/l J y la isoál18;i~~tbia;~~oña ' e 10 ~~/lJ ~i·sladas de Inula 

:::::s~K:~~.· f t:1:~~:~~5~r)~füJJ§t~~dff E'~j:~~:t".1:v;t:~::~:: 
los diferentes si úo'S ci~ acción.,d~ ia; i'actonas 'sesquÚerpénicas 1 

~ ~ .. - , .. _, _-, .. - ""· ·. - _; - '.<· 

muestran que est~s: cÓmpuest8s ~f~ct~~ di versos procesos metabólicos 

en una célula vegetai (Tabla 1) . 
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Tabla l. 

Niveles de acción de lactonas sesquiterpénicas sobre diversos 
procesos celulares. 

LACT. SESQUITERPENICA 

Isoalantodieno Actividad En~~máii~a ~alsl -~·- c¿ls. ( 1989) 

Artemisinina División Celular Duke y cols. (1991) 

Alantolactona Respiración Rodríguez (1976) 

CH3 H . 

o 

-
H" CH, - -- ---~-,CH, __ _ 

Isoalantolactona Fisher (1991) 

rt't-º>= 
~H.-0 

CH2 - z 



LACT. SESQUITERPENICA 

Artemisinina 
Arbusculina A 

Artemisinina 

NIVEL DE ACCION 

síntesis 
de proteínas 
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J.11 EFECTO DE.LACTONAs.sESQUITERPENICAs;soBRE¡}( FOTOSINTEs:rs~ 
·.-.,--

Lotin.a - Hennsen . Yfools .. : ci9 ~?2 í .·;~p'~rfél.r6n ·~u~:·1a .zaiuzariina . e 1 

aislada de ;~1dza~~a-tri1ob~,. se· coni~arta' ~()fu() un in~ib~dor de1 

transporte de ~i~_ct~6n~s' :,~n:~c~'9rópla.sftj~1. ai~l~d()~' d.e ; Spinacea 
, ' ; ~ . -

oleracea L. El :isÚ:io;a~'~bción de\lalactona ·.·se. locaÚza en el 

fotosistema II'.;. ~-;¡~·i4:i;:g~·Ltcit¿J.Uis,dei\~;6? .~f~:fa~~/ s{iuiiares _ 
--- -=--~'--·-· ~--= _:_:_ _ _,__,;_ •. ~;:;>-.,~,'-'{·.- ~-:" -~ = ~ . -- - -

fueron mostrado~ 'por'""' la·~'ivaLlna -~¡ ei ~~6aiói; •en . cambio; los 

derivados del <}c·~t~1()J.: >~~~~-~d~~~~ .: su > 

fotosintética ;enfi~:'PJ9 0'~ .OA ( Lciú~aLHellrís'~n 
Morales y cols.; G;}¡i_ 

cadena 

Ensayos con Le111na · minor. han 

sesqui terpénicas. • lnterfieren . ~'on, la. f~fosínt~sls .•. Un ej empfo de 
- ~~-- ',_;-- -

ello lo constÚuye .la artemisinina' la cuál a 10 mM presentó un 
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efecto inhibitorio mayor sobre Lemna que otros tratamientos.como el 

2,4-D a la misma ·concentración (Chen y cols., 1991) . La 

artemisinina (2.5 mM)<inhibicS un 44% la pr~d~cción·Cle clorofila en 

L. minor. Ade~~s;¡>~st~; l~ci~n-a'; ·.a · 5 m~, ·af~~t6 ~n 50% h produc~ión 
de frondas y'a·2:si~Mi-e~~jfla to:f:"osíntes.i.s'~n 70% (Cheny cols., 

1990; su1és y 061~:, 

3 .12 EFECTO ALELOPATICO •DE .. CUMARINAS . 
.' •• ó'"·,·.·,_ -

Las cumaril1~s·s6n ~et~bólltos secundarios que contienen el 
.. 

nucleo de Ú •~2H'.:l~bE!n~opiranc:l..":2-ona o la. a:-benzopirona .. Estos 
-,_=-. -_·--_-,_¡-: __ ·- :-

compuestos se encuenfran•én' llI\a gran·_ va,rieda.d, de :plantaS/ animales 

y microorganisinosO A1guh8.s'ejemplosde .familias d:j:>lél.~ta~ -·ricas en. 

cumarinas so~ ¡a~·~u~~:ea-'e •. (cftrico.S;;_y--la,~ ~m~:l¡~;er~e 'ca~io y 

perejil) ; en. eÜ~~;'pJea~ él.Jm~rit~r ~1< ci6~t~11j_~~-d~ e~fo~ • ~;~~~~()li tos 

secundarios . c;i:¡:_ ~i)estrl3s ~ ;,las ~hf~r~eci~a~1: ;i;;,; I~~e;c1:~~ se 
··::;:>.. . ¡:·, 

adaptan a estas'pl~_~ta~ ;-~j_~~rirJ~ ho]as{enrolladas\que í1C>'reciben 

la luz, evi tan~d d~ esta rnli.~¡1~ oe'i-'~i~¡::t.~·,.aa.fiirici~a.~é:1a.S cmmari'.~as. 
En las plantas -1~~ d~·íll:~in~·s· se :1~:~él.i;{z'~-~ !,~n¿T~~~·i:'~ície~~ t:aúos, 

corteza y frutos (F~u~~; }~74/•Í:!rC>~n:>,i-981; -z~~~{c~:Bfé:i~ri, i99s). 
'• - l ·- ~ ~--::'o'-:::- ;=-_-':O .~--;"°':-, -=-o-- ·-=- :-·.- -

Las cumarinas e se ~clas.Í.fit:i~:~ 0"~'Ini~i¿~~, <fura.no~\' .• pirano-_, 4-

hidroxi- y fenn~·cu~krin~i(·;cHarbóh~.y:'~:~te'r,:1~:·~3}. .. • 
. ··~.·= . ··-.~-. 

Estos <?ºmpl1estq¡,; .: li~n< :ci~~65{_i~~c:>\~('cil~~~.s.i~'.· ~6Úvida.des 
biológicas enfreias 'cu~l~,s de~t~~~n' vari~~-de i.~t~ré~ ~º~:lógico 
como la alelopátlca.f ia insecticida., . y otras de i~t~ré~ -~ed{cinal 
como la antihelmíntica, l'a antifúngica, la anticoagulante y la 
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inducci6n en la producci6n de melanina, entre otras (Feuer, 1974; 

Brown, 1981; Berenbaum, 1991; Kady y cols., 1992; .Zobel y Brown, 

~995). 

La actividad c:¡ue . p
0

re;~htati · estos CClmplJ.e~tos . sobre la 

germinaci6n ·~/o :~ú . ci~6iriii~htcí veg~{~l ha ~ido ' CÍbjetC> de 

investig ac iór{endi.vérs~~ is~}3c ies',de'pia·!l~as ~:~i ti~~~~~ ~ ~~ie~as·. 
Cumarinas simples ~orno' ia umbéif~roria y'la e;CCÍpCÍleti;:¡a mostra.:C.on · 

\:.' 

un efecto inÚbÜorib S'obre'.'e{!c)J:'ecimie~ta'..f'a'ái~ufar en la col 

china (Her a cleÜJ1l 'la~~:¡~Ill) ~· c:~6~~tra"Cibrie:· d~/ Í0: 5 :.10'.7 Ú ( ~hiiliomura 
. ','::~·~ '"·, . ~".·'. : ··" . ':~.-. 

y cols., 1982 ¡";¡' Efectos simil.3'.~es se han descrito; para;- algúnas 

furanocumarinas Xcomo 'é1 ~b¡,;o~iaTt:~~ ;~ob?~-~;~e{~.i;s '-Canú3 ~ci~;,c']_echúga, 
. ~·· .. , ... <O, º··.':· ,; .. 

el tomate, la calabaza·y ei rábano (Baskin'.y.col~.·; i9.67 J :. 
. ,. ,. - (.':. 

Macías y 661~·.·;.Jl(9~) demostraron quet;iigunas.furanoéumarinas 

como el bergÍÍJ?~~¡{(); iil 'x~n~~~foxin~\ . ~ ia . Ím~~~~t.6:rina. a 

concentraciones. d~ ,)O:~ M'irlhi~e~ en ~ayor>'grado la germlnaci6n y 

el crecimiento ~~ t~Ú\~s y ~ad.ÍcJlas akLactuca, sat:i~a :ya~. nÍ.~ra · 
que las piranocUmari'n~::. xá.'~t:ileÜna l ;{á'ntoxiletitia ,. iJ.&a'dg~f ina I 

dona tina y alo~a~·~oxil~tcii ' y•/ las .. ·~uina;L;;s; sim~}~~ .·· s, 7-
·.,',, ·' 

dihidroxicumarina y . i; a~dihidroxléu;;Í~rin~' ensayada; ••• también 

condiciones sin;{:l~r~~:~·•.~,,.~ ..... ~,;::~.':;,.~'~L~; ·· ~~···~· .~-;··•.4:.:~•-
en 

Sin embargo 

de las cumarinas, · prlncipalfuente .. éonóentr'áciones / tales 

como el efecto ~je~~{~o por {a :~s6op;le'Ú~a) la 4~~id~o~Lcumarina 
sobre la germinaci6~<: de sti-lg~ asi'iítiÓ~ (Brown, . 1981). La 

imperatorina mo~·tr~; una: ~stim.~i~ci6n sobre la longitud radicular de . _,, - .·,. , ., 

L. sativa (Macías y c~ls., 199;). 
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Las fenilcumarinas constituyen el grupo de cumarinas que ha 

recibido menor los atención .. desde el punto de vista biológico; 

únicos estudi,os reali~ados han sido sobre acti~ldades .· ar:d:ifú~gica 
. ·---.. -- :, -.-.i" --: . '. \ ·- ; .. : ' ·; . -; :.~. . ' - -

y antipalúdica; mencion~dos ~nteri6rmente. . 
Por otra parte; estudios pre\rios ha.n'descrita·1os efeétos de 

cumarinas sobre alguno~ ~roces~s m~ta~óiicós en un.a célula vegetal 

(Tabla 2). 

Tabla 2. 

Niveles de acción de cumarinas sob.re diversós procesos. celulares. 

CUMARINA 

(1986) Escopoletina· 
.'_ -- .. ; -~ ;_- -. '.;e~. ~- .-

Aé::ti V idad Enz:Í.mát.ic'a 

CH,O~.: 
Ho~aAo 

Cuma ron a · Brown (1981) 

Cumermicina Harbone y Baxter ~1993) 

RHN~O CH, 

~ ~ NHA 

N 
H O 



NIVEL DE ACCION 

Umbeliferona· 

Escopoletina 

Cumarona 
Dicumarol 

Esculina 

H0~0 

CUMARINA 

División Celular 

PerméabiliC:Íaa 
·Membraná.l 

Respiración 

HO~O , 

OH :cet· ~ ·. ··.· . , ...... . 
HO :::::,._. . O . O 

Escopoletina Síntesis 
de proteínas 
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3.13 EFECTO DE CUMARINAS SOBRE LA FOTOSINTESIS. 

Las cumarinas, esculetina y .escopoletina, suprimieron la 

fotosíntesis neta .. de Lemna · minor . L. (planta · acuática) . a 
. . . 

concentraciones de SOO'y 1000 µM1 respectivamente (Ei~h~Úig; l986, 

1995; Leather.y Einh~i1:i~;·,19'aa; M~r~ie·/singh, ,f9~·3) :• Ad:más, la 
: 0'·,'.:::;.·:. .'.'-'.~, ;,-.: ·-·.;'~·· :;--., ~-·· .:i-,;"' i</;·1 =-::·· ''. 

escopoletina atectó. la. :ap€lrtura t6tci1c:le ia'.5 estonias: e soo·y 1000 

µM) y provocó; un~ i~d4~dfag s~gíiúi.~¡~i~~ .ª~.Íª ·¡º~;o~'írit~~i~}~n l;,¡s·. 

especies Nicotiana)tabaduin L'.;: 'l!eliá/ith~s/ ann'tl¡;s\ Ú.'{y;Affia';:~hthus 

retroflexus· L'.·a io:; Ú'. 'if~bt¿s}'Piiesfosf~ercm··p~'.~sen¿dos .por. la 

esculetina, sin' un·. pat;6n ~cf~ib' 6~d ~.i~spect6 ~ i~. ~ó~2!~t~~~ión 
(Rice, 1984; É:inhe~lig;<•i9a6) .. ~ ( · :• .··.. •.· .. 

Asímismo J.~ biosíritE!~is dé B1.~s:t:oquiriQ_na~ y t11Jiquinonas ,en 

trigo disminuyó e~ p;~~e!'u"~.{~ ~e··1~.c~·~a.~oh~' (B~ow~, .xl9~.l; '. : 

Moreland • and. ~6v·i. t~ki'~LcJ'.~~Bj.) 1r~poita.iori; d~~?l~. u~bElÚferona 
( IC50 1. 87 lnM) ~fe~tcS: J.~·>~t6~ó'~ó¿~;tJiii~~i6h~ ~rl ci'or6~1astos 
aislados de Spin~cea ;;,ler~ce'~ L ~ si.ri ernbar~ci ;' . ~~ta cumarina no 

actuó como un inhibido~ ~Üsico de l~ transfer~ncia del energía. 
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4. OBJETIVOS 

4.1 OBJETIVO GENERAL. 

El proposito del presente trabajo fue examinar el efecto de la 

isoa.lloalant~lac~ona, ·. aisldd~ d~ ~a tlbida melc~cána 'y., de .. las 4-

fenilcurnarinas ais1cia~~ CieY.íi;Jc;~fe'lllá caX:ibaeuiii'e Hintoñiá latú1óra 

sobre la fase Í~~iri¿~·¿,··~e: i¡ "~()fas{~te~i;. eri~ ciC>~~~l~~t~s de 

Spinacea oléacéa L./ 6~~~· .~11 1 'p~sii:iie iJi ~i¿ ·~e' ac~¡~il a1:i()~~tfo~. 
"· .. ·~ ;.~;_; ,_.,. ':<·. ,.,, .• :> .. < '. .. _,_· . .';:,;" : .. · .'.' "<",'· 

~· .. - <'.-:~·~- --" :: ·-·:. ~-;·.:~.:}·>.· ,.,·· ... ':::_ 
"\·~,,.-;,:»: ;:'.';'~ '. :•' '--~-. 

consideracfori~~;.c;~én'~i.<l1es e' tom~claá. 
.,r::-.:,. ·--:-.r ·>: 

establecer este .'~bjeÜvo :fúé~o'ií iás siguiente.S:.- .• · .. ·\ 

Las para 

'_:_·~·~:;.-· -~(;,'~:{)}· :;;. -- ~'<.;~_¡:':~~---;-_>;,'·~-

La .~ac.tiv.idad •··•. ,. aleJopáticá . demostrada"' por. 
-·-,;-::::_~---·-·':"·•-·:.:.::¡~-~ .~~:'.L:~:\1 \·:_:· .· ,._~- ;e-'.,·.- ..,,._-

a) ia 

isoalloalanto1ac:{t;J'n'a''.Y. aig'ún·~·5:e:un;a.rirí~s .•· 
,. - ,_ ., .. - . ·"' - ' . ''· ' ~ .. 

·cumarinas 
.--,;.,--¡. ;-,-- , 

sobre la actividad." fC>to.Sintética. 
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4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS. 

4. 2 .1. - Separar' me,diante métodos .. fitoqU:ímicc:isconvencionaies las 4~ 

fenilcumarina~ ~ p~rt~r;de; Exosie111a cari.baeufn e'.Hintonia lafiflora. 

4. 2. 2. - PurifiCar; .. y· d~r'¡cfer'i.zar 'me<li.:inte ~~:iC>cl.65> 'q~Í~iCos ·y 
.-_;. .,.,., ·,: ;.;. 

espectroscópicos'los icoinpúestos'.aiSlac:Íos'.,:·' .\ ,·· ·•·· 

4. 2. 3. - Detei::~i'r1~~ ei' eie~to¡:(je<i::~ :f~d~onas; s~·5¿~ite;~~~ici~s y .de 
las 4-fenilci~m~;iri~~ ~~~ie: '.dI~;,;~~;~1:'~~~ ,;~~~i ~t~~des' ~~·: i~' fase 

,;.·,~.··,\.'~· J::,''-, <' .. ; ,-· . ;··. - '?, .. 1·.i_i:,.'.'.:·~--;: ""'i,·'-. /,_::·--~-. !,-,-' -:;",,~~~---

luminosa de la.• f,§té~.~~t:?ps :} 3 's'trí~és\5 '.''..el.~>, ~'f P,(< 'Ba~.l:>a', dé li+ · y 

transporte aé eieC:fron'e.S :< Í:iásai, ~:cies~copÚdd·y·fos'torHánte > . 

4. 2. 4. - caracte~i~'ci'r/~1~\:it~EiLd.~~~~i6ü:~cl.eiia.I~C:iál'.i~.ilántói.:ictona 
.. ··.-. . .- .i-·-·· .•o-·--.. ----" -- . ,· ... ,·-.. ·e:.·.-·.--·;:,-·.,·--·-·.- ... ,•,;--·' .. _- ·o .. 

y de las 4-te~i.Í~Ü~ati·~I~':'~h)l~<f~s~· iü~Íñ6·~~::~~·ik}Jf~}~Útesi~. · 
'·_,:,>-,C. \-: .. ·, .. :::;-_;,-~··. '."·;_, "'::'.:·.' ... ~- . j\·~,- --~--~,t>-~' . ~~,,-~ ~ 

4. 2. 5. - Preparar algunos; derivados semfsintético·s de los compuestos 

naturales I con la fi~~1Ic:ii~ c~ie.,~~tablece~ ú>~~iaci6n e~~~uctura
actividad de estos c()~~ue~tos so~re. las d:ive~'sas .· acÚ,Íidades 

fotosintéticas examinadas. 



• 
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Key Word lndex-Rat;~¡J~ me.tfc:na, Asteraceae; ;oots; Am;;a111hus h;·~~clr~~~~~~rus ·Arr;aran· 
lhaceae; Echlnochloa criu-galli;: Oraminacae; phylogrowlh·inhibilory:··acli~ily; ·. cy1010.lici1y; 
phy1opa1hogcnic íungi; lfill's rcaction inhihilor; sesquilerpene faclone¡ isoalloalanlolactone; cierna· 
l,J,l l·tricn·8,12·olide. 

Ahs1ract-Dioac1ivi1y-dircctcd fraclionalion oíthc mc1hanol c.11trac1 oí thc roo Is oí Ratiblda mt.ti,•a11u rcsuhcd in lhc 
isola1ion oí 1wo bioaclive sesquilcrpcnc faetones. isoalloalanlolaclone and clcma·l,3,l l·lricn·8,J2-olidc. Dolh com· 
pounds causcd a sfgnificant inhibition oí lhe radiclc growlh oí Amaramhus hJ'pod1ondrlaclls and Echinochloa· 
cru.s-gal/i, cxertcd moderare cytotoxic aclMty against 1hrcc diffcrcnl solid tumourccll lincs and inhibircd significantly 
thc radial growlh oílhrcc phy1opa1hogcnic íungi. fsoalloafan1olac1onc also caused lhe inhibilion oí ATP synrhesis, 
proton uplakc and eleclron lransporl (basal, phosphorylalion and uncouplcd) from water to melhylviologcn, 
1hcreíorc acting asan llill's rcacrion inhibilor. The lactoncdid nol affcct pho1osys1em 1 but inhibi1cd pho1osys1cm JI. 
The sih~ oíinhibilion oíisoa1Joalan1olaclonc is localcd in thc span oí P610 lo Q" redol!: enlymcs bccausc thc uncouplcd 
cleclron lransporl írom water lo silicomolybdatc and, from DPC lo DCIP are inhibitcd a pprodmately to the samc 
ex len l. 

INTROOUCTION 

Ratibidame:dcana (Wau.) Sharp (Astcraccae) is a ycUow
Oowered percnnial medicinal herb which grows scaucred 
along the Sierra Madre Occidental in norlhweslern 
MCxico. The Tarahumar lndians rcfer 10 the planl as 
Honinowa and crush the roo Is to use on legs íor rhcuma· 
tism. Othcr Jndian tribcs use lhc rools íor a wash and 
a potion oí lhe Jea\·es in a bcverage íor headachcs and 
colds [I]. 

As a part oí our search for biologically aclive com
pounds ~·i1h medicinal and/or agrochcmical importancc 

1 írom planls oí thc RatlhlJa genus (2-4], wc describe 1he 
isolation or isoalloalantolaclone and clema."J,J,l l·lricn· 
8,12·olide, lhc major an1iíungal and ph)·toloxic prin· 
ciplcs o( R. me.tirana. 1n addition, lhc effect of isoal· 
loalantolactone and rhrce semi-syn1hc1ic dcriva1ives 
(la-e) on ditTercnl pho1osyn1hctic activities was invcsli· 
g•lfcJ. 

.. 

:.~ .. · .. ··. . . o 

"'"-



002 M. R. CALfRA <'I al. 

RF-~Ul.TS AND DISCL'SSION idcnrica[ ro lhosc prcviously rcporrcd (9]. Trcurmcnt of 
1wirh111-chloropcrbcnzoic acid affordcd lhc cpoxidc (k), 

Preliminar y biologicn/ ••1•a/ua1inns nor previously descrihcd, which was characrerized by 
. •. :· . , · specrral means. Thc NMR specrra (sec Experimcnral) of 

Thc rools of R. me.~icni•a were exrra~l~d wllh m~l.h·.,,~ kwcre similar ro those of J, exccpl that the signals for 
anol. Thc methanol res1du~ ~·~ the11 parrruoned betwe~n: · lh~'double bond at C·3/C-4 wcre missing. In their place, 
~exane (F o·I) ?nd IO% ª~lleo_us ~$0!1 <Fo·2l· The ?.rig_·,,;.:. barids for the cpoxide group were observcd at 62.96 (H-3) 
1~al extract primary_fract~o,n~_Fo-l;"n~_Fo·2.::Vc~e b1olo·:·. in'lhe 'H NMR s cclrum and al ó60.9 (C-3) and 57.6 
g1cally _ev~l~ated_ for the1~ PO,_len,u_al _cy_ro_ro,~~c, p~yros:·::· 1c:4¡ ill .the "CN~fR spcctrum. 
rm~th·111~1.b1tory. and · ªll.'~fungal •.P!0P•~li~s·.:'T.~!'-•cyt?· •::.: . Compound 2 was also characrcrized by specrral annly~ 
roxic acuv11y. was ~etcr~111ed,_ag?'.~~1 tN~•,h.1m~a? sohd ·: .• sis. The NMR and rhe mass speclral data were identical 
tumour cell lmcs.!ln~ wir~. 1 ~~· brine, 5}1.f 1~P)c~~al~t~.t~st ·.·· to ihose reviousl re orted (11, 12]. This compound 
(BST] [5] (Table 1). The m1rml phytogrowrh-mlubrlory · ·. . · p . y .P . . · · l"d · 

· · [6] · · 1 •·· d.· · ··· .... d ·•· fA'I'· ..... 1 ,.d. ·.-.... · m1ght be an arufact of1solat1on smcc clemano r e scsqur-acllvlty was e\'a uate on see so · ; 1ypoc ton rzacus · d be d · · ·. 
d E Ir b.,,. ...... · '"-rh···•p (º"d.·h···!)·-· ·· · rcrpene Jactones are frcqucntly foun to ecompos1-. 

an · crus-ga 1 \ ~,:; 05 .1 ?.8},.,.~:', ~ ~·"·1 1 ~·.·' ..• 1,0.~~sayo··tion producrs ofgerrnacranolides. ,.--,' ' 
(PDPIB) (Table 2). F111.all.l'.·~lhe_a~tif~n~?l.bioass~ys [_7] • The inactivo sclinanes were idcnlificd as ( ::-- )·crypto-
wcrc performcd by mcasurmg the mh1b1uon ofthe radial "d" 1 ( ) 8 • 

1 
· ·d·· ¡ · d :1· ¡ elin • 

growth or the phyrÍ)parliogcnic: rurígi "iF11sliriul~''oxy: mcri 'º •. - · >·acet~xycrip_ ornen 'º .ª" : -e ·s •· 
. . _ ., · . - , .. · - .. ; • · ·· ........ · , ll-en-4wl by compamon w1th authentrc samples pre-

sporum, Plr}t/1111111 >p .. and llelt1111u/10spormm sp. Thc mm- · . ·· 1 . 1 1 d fi T.¡ · ¡ · (W"lld ¡ w b 
imum inhibitory c?ncc_nlr~tion_ (MJC) wcre: >)000, 200 ·-~;~JS y ISO a e rom e OXJ'S graveo e11s ·' • e er 
and ,,,;50pgm1-. 1, respccuvely.-·: ,-. :;';/:;.:-' . :.. , ... -:;·; -' :; 

~ - ~~ 
.. ..-. '.:· ': : Plr¡:to{¡rowtl1·i11/iibiroryactivÍty o/tire nali1ral/acio11es a11d 

Biouctii•il)' guicled _isolátioll: oi i~Oalloa/~111~/Q~·,~~i~ .. ~~iJ .' ·aerii1iitit'eS··1a.:1c.··<~:. ':.:_~;, :"--.-· .~.~~ ,,:·. ('-_· .. --
elema-J ,3,l l·trie11·8,l2:0/ide.· _.' - ,,,., ·-_:' .. --·.··._.,::_~:,_;:.;_: ·· · ··· -- ·-'-· · '·'' · ·'-... -:---- ··•·· ·'. .... ·-. · · · · --- >': Na-iúrál lacióncs J and 2 significantly inhibitedradicle 

According ro thc r~;ulr~-~um.;,arizcd .in Tabl~~'r':,¡,id grénvÍh of A. lij•poclioiiJ;iaé1is anÍ.! E.·crus-ga//i in·a i:on· 
2 rhc methanol exrract of R. mrxirmiá and 'primar°Y. frac-',~ ';'céliirntií:iii''l!cj;eridenÍ maiiner with higher activity at in
rion F 0 -1 showcd significaÍtl Cy1ó1CÍxic and'phytogrowrh- .: crcÍising concenrriÍlions!_The'50%' phylogrowth inhibit· 
inhibirory uclivirics. Thc most bioaétil:e~ fraclion', F o:I : : ory ooncériíratioi1s· (Je;·~¡ (Table 2) wcre in rhc rangc of 
was rurthcr fractionated by column a,nd thin'daycr;'' 9,1jjigml-¡:,_1,.:.·(4.19 x l~!:':MJ-'10:.: 89.02 ¡1gm1- • (3.83 
chromnrographics. ovcr,·silica gel·. usfog\íhc~BST%an·d ;-· .)(.JO~,~ M¡.":The'phyfogrowth~inhibitory aclivity of dc
bioautographic phyrogrowth-inhibirory bloassiiy (BPIB):c .. ri~alivcs la'::¡, w~s also c1•áluatcd;Cómpóunds l, la, and 
(8] as ac1ivi1y dircclcd fractionáÍion:!.Thcse proÍ:cdÚres::.: c'at_ rhe ·concénrraliÓn of 200 ¡ig mi~ 1 strongly inhibitcd 
yicldcd two active. sesquilc~pcnc' lact'on'cs:\isoalloalan,'';i' tlie,rndiclc'gfowrh of A. hypoc/10mlriac11s (Fig. 1): Ai thc 
rolacrone (1) and clema-l,3,l l:rriclÍ·8, 12:01idc,(2),';'án'd':~ 50'¡1g·m1-!,, level, lacroncs_ ta~c wcre Jcss active than the 
thrce inaclil'c known sclinane type o(sésquirerpcnei'./;>y:• parcntisoafloa_lantolactonc(IJ.·on_thc othér hánd, rhe 

lsoalloal:111lolaclone' (1) was identified-_byJR;'NMR~bccdliiÍgs of E. cr1Ís~ga//i werc lcss scnsitivc to dCÍivati~cs 
and mass spcctral analyses and b-y .. compa'iisÓn'with_th~'! . Ja.~lc at. hoth conccntrari_éins (Fig;. l ¡.:Thesc rcsults_ re
spccrroscopic data prcviously déscribcd [9;:10):1n addi:-~:': .véalcd _íhat· in addirion to .•he !X methylcnc group ¡¡, the 
rion, rhe properties of rhc dihydrÓ-dcrh;ativc' (la)and ·the::')· Jaclonc, the ·<1 3: 4 doublé bond.in i.oalloáiunrolactonc is 
monopyrazolinc (lb), obraincd rróm the ré:lc1ion ·or laÍ::''. "an irnporran1 srillctural fealuré for high phy1ogrowth-
tone 1 wi1h NaBH, and diaz~me~lmne~ respéCtivcJy;·i:erc ·.· inhibilory activity. ' · '' , 

>"·'-'·: < ,- ·;::.~~_:·_:·-:.'·-_·._,}(º. -'<-·-· __ ;.' ._ ¡-. ' 

Table '1. cy1~1oxic ~~;~.i-":il~-~~(1_~~-·~1~~h-~n~-;-C:ctr~i:1, primar); frac1ions and s~~~uÍ1crJ>Cne 
· lactcincs isolated from Ratihlda 'me.tiC-ana}~_ 

Mcthanol exrracl 
Fo·I 

:·.BST~· 

.••HT:20: 

62.27.- :. ·: 2.60 
,c37.40 :,• NO\ 

Fo·2 
C'<.impound · 1 
Compound _2 
Adriamycin._ 

'~!~:~;1;:. :º'~~ - > ' 
,,;gi·2\ h,'~:~{rn-; 

•nsr (bri~~ Shrinlp- ~~~r'J, ·~~~u·u~'~·~c;·~~Pr.C~S~d ·ás·· L~~~·" \:a1~c~··c,,g mi, - 1 J. 
tRcsulls are cxpressCd. ·as F.J?50 '~·3J~Cs. (Jlg -;111-. 1 ). '. ;, .-.': . , ~ ',. .··' ... _ · 

HT-20 {hui:nañ :C_olo~ .. adcn{_l~arcinoina); -~H::t='·7· (hu~an-.b~c~st __ caréinoma); A-549 
(human Jung c.:Írci~~':"ª~-~0·~~0~_9_~1~'rri"sJne_d~: · ' "- .,-ó 
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Tahle 2. Phyrogrowlh·inhibi1ory ac1iviry oí 1hc mc1hanol cx-
1rac1, primary írnctions and isolalcd Jactoncs írom Rarihlda 
mi!.tkana º" radiclc clongation or Amaraml1U.'i hyporho11driaru.'i 

Melhanol extrae! 
F0 ·1 
Fo·2 
Compound 1 
Compound 2 
Tricolorin A• 

and Ecl1inorhlna rr11s-oalli 

41.18 
31.74 

347.49 
9.73, 

. 27.72 
37.00 

'2í3.73 
• 205.42 

• 563.47 
' 55.75 

89.02 
12.60 

•Posilive standard. 
IC, 0 = 50% inhibirory conccntration. 

120 

100 -

.2 80 

~ 
.!: 60 -

o 40 -
tfi! 

20 -

120 

100 
e 
e 80 
~ 
~ 
~ 
e 
tfi! 

60 -

40 -

• 

A. hypochondriacus 

~I l§;lta 
mtb 1:2arc 
• p<0.05 

.• • 

Conccn1ra1ion (µg/ml) 

E. crus-galti 

~I l§;lta 
.lb 1:2atc 
• p<0.05 

• 

Concen1ra1ion (µg/ml) 

200 

Fig. J. Phyrogrow1h-inhibi1ory acth'ity oí isoalloalantolaclone 
derh·a1ives (la~) on radicle elongation oí A. hyporl1ondriacuJ 

and E. crus. gal/i, 

lt is importan! lo point out thal the conccntration leve! 
ofphytogrowth-inhibitory activityexhibited by 1and2 is 
comparable wilh those previously describcd for olher 
scsquiterpene Jactones (15]. Severa! other cudesmanol
ides have exhibited phylotoxic and plant growth regula
tory properlies. However, vernolcpin has bcen lhe only 
elemanolide whose phylogrowlh-inhibitory activily was 
prcvioúsly described (15]. 

C)•/otoxic activily of nalura/ laclones 1 and 2 

The cytoioxic activity of lactones 1 and 2 is sum
marized in Table J. Both compounds were active in the 
BST [5] and showed low cytotoxicity against A-549 
(lung), MCF-7 (breas!) and HT-29 (colon) in 7-day hu
man solid tumour cell in ri1ro test, using adriamicyn as 
the positive control compound. 

A111ifungal ac1it•i1y 

The radial growth oí Jlelminthosporium was totally 
inhibiled by lactones 1 and 2 at the lestcd concenlra
tions. The minimum inhibitory c<incentrations were 
.;: 50 ¡1g mi - 1 in both cases. Concerning the three deriva~ 

tivcs, only the epoxide (le) showcd comparable activity 
with a minimum inhibitory concenlratiém of75 ¡1g rril-,1: 

Pyt/li11111 was more susceptible to 1 andlb wilh Íninimum 
inhibitory concenlratións.oí 125 and•r ... 50j1g'm1-•, re
spoclively. Finally, 1"1Ísari;-,Í,; ;;,;3s considcrably lcss sensi
tive and only isoalloalántÓlacton'é/(IJ{inhibited .. al 
200 pg m1- 1 45% oíthúadial gro\\·1h Ófthisfüngus. The 
11,13-dihydro' derivative''.(la)twás;ina~tivefagainst .·· an • 
lltrce species alª" éoncé'nfratións thus indicÍÚing that Íhe 
conjugated J' lactoiie is'.animportanl grouping rór anti' 
fungal activity (l6].The'polc11cy'oráll the ses~úiícrjiene 
lactoncs examined to inhibil th~'radial.'growth'oí the 
phytopathogenic íungijs .réss ;·1hari)há1: previously.de
scribcd for related coínpoúnds [16J>"i' :::· 

Effect of isoal/oa/a1110/aé1on; on' iso/aÍ~iJ'sp;i1aéh' ch/oro-

p/asts .~;i(~ ·:~::;X~;- r;~:~_~/P¡~(~'tL:)~~;_. ·,.~:.?;;.··-·:-.,: :.~ 
Photosynthctic phosph()rylatio'n from wat~rtoníethyl

violagcn in spinach thylakoids':was'.inhibitcd by; isoaJ-',".' 
Joalantolactone (IJ and }ts dcri.vativ.es (la:.,C) (Figur~ 2J.(r 
Compound 1 inhibilcd ':A Tp, synthesis 'in , ·a concentra-\....! 
tion-dcpcndent mariner;'rcd~éing .. i(by 69% al 500 ¡1M 
(T50 was 200 µM). Also,•the light-depcndi:nt proton up- _. · 
take was·décreased'bJ'T63% at"·JO((µl'>f (Fig. 3). The F 
dihydro derivatire(la) inhibitcd ATP synthcsis by 71% \.'... 
at 500 j1M.' At this concentration thc pyrazoline (lb) and ' 
the epoxide (k)~héíwed a· weaker cffcct, inhibiting ATP 
synthésis"oiily by.46 and 18%, respccth·cly (Fig. 2). Thcse 
datá' indicaied.thal 1he &"' double bond ofisoalloalan-

Kaur and Kalsi [9] found that isoalloalantolactonc (1). L toláctorie (1) is 'an esscnlial structural rcquirement for its 
promolcd root formalion on stcm cuuings ofP/1asen/Üs l:;nhibitory e!fect .on ATP synthesis. However, the. cx
l'Ulgaris. On the 01her .hand,:the .corresporyding enan- i·mctlÍyl-')·-laclonemoicty was importan! but not cs~.cntial 
tiomcr, diplophyllolide, showed inhibitory ai:1ivity lo-,: íor ATP synthesis inhibition. Jt is importan! to point out 
wards lhe gcrminaliori and root elongalion or rice.husks· 1 that.'the same trend was obscrved for the phytogrowth-
(14]. · · · '. inhibitory aclivity. 
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Fig. 2. lnhihiiory cÍre~;;~r[;~~jl~~;~;;;bta~Í~n·~(~)·~~~ U~ ~.;j~, Fig. 4. Noncyclic eleclron iransporl (basal, phosphorylaling 
atives (la-e) O~_photophosph~iY.1.atiOri-frOfn;w_ate_~';~~ ·methyl-_''.'. afid uncC)upled) írom water 10 methylviologen as a function oí 
violo gen i~ ch1oropfas~ .~hyla~oi~s is~l_af~~ ·rr~ln ~P!.rl~c~ _l~aves. -¡: iso~llriala_ntoJa~tone conc.cntration. Photophosphorylating elec
Photophosp~o~ylat_ion'~-~asl m.é35Ui~d~,,:~n'·c ~h_c, ·pre:sCncc '.·o_r l~tron·trBnsport was measured in presencc oí 1 mM ADP and 
1 mMADP and.3mMK1HP¡.::Each:'cú'\.e1íe.'coÍÍ1ained·20íis 1 3mM K2 HP04 • A 3mM NH4 CI was added for mcasuring 
chlorophyll per_~J irp~c __ re~Ctio'n· m'~dium;_ O_th.er ·~~·n~irion as !: uncoupled cleclron lransport. Each cuvclte containcd 20 µg 
dcscribed in : expc'rimental) Sc'cli~~J ~ontr.01 .·,value .: 'rol te.: w8s 1 : c~lorOphyll per mi in lhe reaction medium. Olhcr conditions 
80.411mol ATP_hr·~,1 ~g ::.Chl_~.-~;·~ lsC?a1103hí0tolactoOe·. ·(O), i · we~C ns dcscribcd in lhe Experimental. Control valucs ratcs far 

dihydro (e), pyrazoliile (6) and Cpoxide (.6)., 1 basnl, phosphorylating and uncoupled eleclron transporl wcre 
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· · ·· · ·· · · ·· 536, 954.8 and 2161, respcclively in µeqc-hr- • mg Chl- 1• Basal 
(e), phosphorylaling(O) and uncoupled (.a.)cleclron lransporl. 

~o 

'o phoryla1ion and prolon uptake process. The largeto( 

-. ··\ .. - -.·-. :.. thi• !acto ne is exposcd when the chlaroplÍlsl is ene~gized 
because in this candition !he inhibition is stronger !han 
when !he chloroplast is unenergized (iuii:ouplcd sÍale). 

In arder 10 localize the si!e of inhibitioii;·1he elfecl of 
lactone 1 on partial reactions (photosystem l'arid photo- · 

º~. •· · . ·.· system 11) was measured using artificialelééfrOii'do~cirs ft 
and electron acceptors; Table 3 showúh'ál thé uncoupléd .1, 
pho1osys1em 1 electron .1raí1spart rro'rr,• dichlorÓphenol- \,, 

· º-:--:-0 iridophenol (DCIPJ to'methylviologen'.(MVJ'.wás}nat 
. , _ 1

00
. .. 200 . 300 alfcctcd by lhis compound. However;at ccinccnlrations 

[ lsaailoalontalcÍctone) µM : of 200 and 400 11M. isoalloalantolaciorié'. ¡1(irihibi1ed 
uncaupled clectron iransport;¡n plÍÓ1osys1cm·ll. fram 

Fig. 3. Prolo~ uplake as a func1ian'()r s~squil~rpenc laclonc 1; \\'a ter to.' f?Cll~.·~ ~oiC'· s¡lc .. c·ifi·1•.~~.·.' .. ly··· .;'····•!· h·i·s.· .. r. e .. ª· .. ·~ .. ~io .... n .. ,-~.~;.ª.··.s··· .·in····. 
conccntralion .. In e~ch _ca~e~a',~uv~Ít~.cont3~n~d:20 11g chl!Jro~.- ,hib~le? ~Y.l~ci~n.e_ I ~.r:i.th~ 5~~~- «:>L~1:1~~.r.,•,~-_si~_~c~~-?.IY~·, 
phyll pcr mi in the_ r.e.~c1i~n. r:nedi~~~·o~h~~ c~~dilions ·a:r_e a~. 

1

.datc, r.e«7J Vo at 400 µM; ,. .;: ' .:._~ . '.'/, · ;:·-: . . ; _, - ! · 
describcd in experirncn1al --ScctiOri,'· Cónliol Value ra1C- Was: \3;TO: ~~--t~"rriiiriC .rhe: ~ite c;r .elCCtrorl tr~-~.sP-Ort:._inhibÚi-~n 

"16.2¡/cqW .. ~r~."msChl- 1 •. ; .bCtwcen Y.·a1er to QA elecfron flows wére measúrcd from 
diphenylcárbazide .. (DPCJ -·to:; DCIP. in:. Tris:1rea1ed 

. . . :, •· · ·. · · chloróplasts in the présence of LThe'data'.showed ·1ha1 
The ligh1-cÍ~pé;de;,1 ATP syri1h~sis by 1hylakoids Ínay . the !argel of lacto ne f was. one af,the rédax i:nzymés in 

be inhibiled ,byc~Jocking eJÓctron 1ranspor1; by~ uncoup:; 1he sp:m ·¿,¡P.;. lo QA eJectron transport chairí (Table 3): 
ling ATP syn1hesis froín é1ec1ion transport or by block~· : <1tis intere~ting ta .men1ia111hat ather sesqúilerpene 
ing 1he phosphorylation reaction ·. ilself. Isoalloalan1Ó- .;- lactones such as cacalal, z~luzanin'C and ivalin [17-19), 
laclone (1) could .be actirig at 'any af thesc levels. ; .•• -. < árc also a ble 10 in1erfere wilh thé photosynlhe1ic procéss 

To ob1ain fúrthfr: infcirmation, 1he. e1Tec1. Óf. lactone 'ai:ting asHill's reaction inhibitors:'Hówéver, 1hese ter-
1 on the pholosyñ1hétic elcciion lransporl :wás in\·cs1i>i pcnoids inhibil oxyge!' evoluífoii:•o;,: !he' olher hand, 
galed. Figure 4 shows 1Íia1 basal; phosphóryla1ing

0

and':. a:numbé(of.well known photasynilieíié inhibilors such 
uncoupled elec1ron "º"'. from watc.r 10 mc1hyJ\fologen • ás- carbonylcyanide rri:chloróphenylhydrazone (CCCPJ, 
wcre inhibiled in a. coni:cn1ralion-depcndent, manncr.~ heavy_• metáls.ions as .Cu(ll), dinciscb (a phénolic herbi
Thcse resulls indicate 1ha1 isoalloalán1olaétéine behaves .. cide) ánd ·i:acaloldérivatives h-a\ié been found to inhibi1 
as a Hill's reai:1icín inhibitor, since it has. inhibi1cd. na1 :. - 'rédax enzymes aÍ the samc leve! as isoalloalantolactone 
anly 1hc electron. transporl bu! also .lhe pho1ophcis- · docs, i.e. irí !he spán P~80 to QA (17, 20-26). 
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Tahle 3. F.ffecl of isoalloa1antolaclone on uncoup!ed photosyi;;lcm f and ll eleclron lransporr rnrc.Conlrol 
values ratos in ¡1eqeh-1 mg Chl- 1 for PSI (DCIP to MV}, PSll (lrom H,O to DCIP, H,O lo SiMo end 

DPC to DCIPI were 2000, 680, 140 and JOS, respectively 

Addilion DCIPMV 
Compound (µM) '%) 

Control non e 100 
lsoalloalan· 200 100 
lantolaclonc 400 100 

The results of lhis study sbowed thal natural lactones 
1 and 2 posses remarkable antffungal and phylogrowth· . 
inhibitory activities. Thcrefore, they might be developcd J 

into environmentally safe herbicide and/or fungicide , 
agents. Also, it is probable that 1 and 2 are involved in I¡ 

the allelopalhic inleraction of R. mexicana (IS]. In the 
case of isoalloalantolactone (1) the allelopathic mode of 
aclion could involve an alleration in !he photosynthetic 
proccss by inhibiting the Hill's reaclion and, therefore, J 

the growth oí photosynthetic organisms. 

EXPERIMENTAL 

H,O 11,0SiMo DPC DCIP 
(%! (o/o) (%1 

100 100 100 
83 71 62 
so 29 28 

raphed on silica gel (480 g), eluted with C6 H6-Et0Ac 
(4: 1) to yicld 1.70 g oí isoalloalanlolaclonc (1), mp 
74-7Sº (Lit. mp 70º) [9] and 14mg of (-)-selin-ll-en-
42-ol, mp 82-84º. 

The toxic fraction F 1-2 (14.4S g) was further resolved 
on another silica gel (280 g) column eluted with 
hexane-EtOAc (9: 1) to yield impure elcma-1,3,11,lrien-
8, 12-olid (2). Further purification by prep. TLC on silica 
gel iinprcgnated with AgN03 and using C6H6-Et0Ac 
(9: 1) as mobile phase, rcndered 124 mg of pure 2, mp 
72-73º (Lit. mp, unreported). 

When primary fraction F0 -2 was dissolvcd in MeOH, 
63.3 g of a gummy solid pptd (F4 -IJ. F4-l (44.S3 g) was 

lmrrumenrs. IR spcctra were obtaincd in KBr on I subjected to CC over silica gel (600 g)eluted with a concn 
a Perkin Elmer._.599, B)pectropholometer;: 1H ·and·: gradient of C6 H 6-EtOAc-MeOH, starting with C6 H6 

llCNMR spectra were.,.registered at -300 MHz and, arÍd ending with EtOAc-MeOH (1: 1). A total of 112 frs 
75 MHz, rcspectively, on a Varian VXR-300S appáralus. : _ were collected and combined inlo 9 groups (F5-1-F5-9) · 
Mass speclra wére taken '.oñ a ~Jlewlen-Packard · 599 -: ·aécording to their TlC profiles. Fraclion f 5-2, eluted 
B spectrometér .. Mp: 'uncorr!;conÍmcrÍ:ial .. siliéa gel 60.); with C6 H6-Et0Ac (1: 1) yielded a mixture (37.1 mg) of 
(70-230 mesh) Merck was:úscd_for,CC. TLC,wa;i"car~ied ''·Hwo' inactive ,compounds. :The mixture was resolved by 
out using precoated si!iéa 'gél 60,Gf',254 pliites (Merckf!~' prcp>TLC using hexane-EtOAi: (I: 1) as cluant. to yield 

Pla111 marerial.';;Thé'planl; material'(roots) • was•·~al-'; ': cr~ptoméridiol :. (26 mg) ,:·-ánd •\( 7}-82,aceloxycryupto
lccted in Municipio de GtÍÍÍchóchié;-Cusárare,•-s1aÍe of h1nieridinlJI (8.60 mg), idcntical ÍÓ standard samples (13]. 
Chihuahua, Méxiéo in Deé:ember. 1991; Rérérence ·sám>!i' /Ex~óxida1ion'•·':;,'.Of:c.i;1soil/loala1i1óraCícii1e: · Compound 
ples.are dcposiled. at tlie elhnobotani~al collectio~.of, t~e j;; (15,0.'?~l.i!'. CHCl.)(IO:rrtl) ~aÚ!~a!#d wilh rn·chloropcr: 
Nat1onal Herbanum . (M EXUJ. • lnstttuto ,de , B1olog1a; ,:t; benzm~ ·a cid (67: ln1g), for: 90mm al room temp. ,The 
UNAM, Voucher; Bye and lináresl8336.: '{ '.'¿;¡;;• i;;reácrionll'lixtitre,was\washed 5y1ili'ii•;IOWsolu1ion''of·· 

lso/arion. The air-dried plani. material (3.2 kgJ was ;, NaHCO~~andjworked:up 'as usúal io_yield époxide le 
ground into powder and extracted éxhaustivCly by mac-~.(S3,2mg), mp.133';135~i IR}~::bm~,~! 2932;2868,'1754, 
eration ar room. temp. whh .MeOH. Afler filtratioii'thé ~·:;1664,·1262i",!H NMR (300 MHZ:CC?Cl;¡;'ó6:16'(1H;·d, 
exlract was concd in 11acuo. The MeOH residue,q97 g) [·j .;•1.2o~Hi,· H~l3¡;;5,~)1H.':d,'•i;,; 1.200' H'IJ'); 4.46 
was parthioned belween hexane (Fa·I) and 10% aqueous , (IH/ddd,'J,,=; 4.95/4,95/;1.5.llz;·.H:S);' 2.99 (1 H, m;· H-7). 
MeOH (Fa-2) After eliminar ion of the solvent i11 vaéúo :-2.96(1H,br's;H-3). 2107 (IH[dd,J-;,:15, l ll7~H:9b), 1:23 
Fo·I yieldcd S6.5 g ofa brown residue and F0~2 340.S g .. · (3H;-s,tH-15)/ 0.91':(3H,1!s;•:H:14i;•._13CNMR'(75 MHZ, 

When fraction Fa· 1 was tested by the photogrowth: CDCl,):'.5170.4 (C: 12;· s),Í 14f5 (c;~ft ;•s)~~ 12!Ü; (C: 13,' 1). - ' ' .. -
inhibitory bioautographic bioassay ~_using;.';oth.e, ~77.4 (C·8id); 60.9 (C~3;'d);s1.6'ic:4.'s¡; ~.6 (C:S;d),'41.2 
c.H.-EtOAc (4:1) system, the aclivity was found at (C-7,'d);40.2(C:9;1);-~~.2(C,l[r);29.7(C-IO;s);'27.4(C~6, 
a R f of 0.5 0.6. Fo-1 (56 g) was subjectcd to CC ovcisilica . 1). 2 U (C-15, q),,20. 7, (C-2,' 1);q1§1c: 14;'q¡; El,MS m/z 
gel (S23 g) eluted with a con en gradicnt of héxane7E10Ac ~ (reUnt.) 248 ([M]; iLO),' 233 ((M ;.;:;·. J 5] ';;' 16.0); 91( 17.0J, 
starting with hexane only. A total of llOfrs (400 mi each) 77 (17.0), 67 (18.0J/SS (3~,0);'53(3.foJ.'.43 (100),'41 (47.0J. 
were ~ollected and pooled based on TLC profiles to yicld. .,- Reductionii' ofi.i;isÓallóalmii~lai:ió11é:LTi>';,' 'c~iripound 
7 ma¡or frs (F1·1-F1-7). Bioactivity in the BST bio.- 1 (103.5 mg) in MeOH,(to.!Tll) NaBH~ (154.70 mg) .was 
assay showed two active pools:. F,-2 (BST; LC,~ added arid thé solu.tión· was siirred for'.36 hr Íít room' 
= 27~·?311~~1- 1 ] a~d F,-3. [BST, .. L<;so = 90'.77 temp:T~e visc?us oi!Si) ~~ta.ined '~ás·p~riliéd by prep, ' 

¡1gml ]. S1m1larly, using the b1oautograph1c bioas~ay TLC,· usmg siltca gel, plates inipregnated 'with AgN03 
only fraclions Fi-2 and F,-3 also . containéd:' the aitd C0 H0'-:Et?Ac (9:.1) as Í:luant' to yiéld 94.0 mg lii. 
phytoloxic ac1ivity, which was localized ar Rí of O,S and Préparalion : of; rhe PJ;razo/Íne· 111:. A 'solution of 
0.4, respectively. F,-3 (15.03 g).was·further chromatog- 1 (70 mg) in Et20 was al.lowed '·º react.li·ith an Et,O soln 
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ofCH 2N2 until the yellow color persisted for more !han the presence of 1 mM ADP and 3 mM KH,ro. condi-
20 min. After 24 hr the solvent was evapd and tite residue tions in the presence of 1 mM ADP and 3 mM KH,ro. 
recrystallized írom Et 20 to yield 82.24 mg of lb. (28]. Methylviologen (O.OS mM) was added as electron 

Bri11e shrimp /ethalit)' test (BST) and cytc>toxil'it)' Moas- acceplor for Hilf reaclion. 
says. The exlracl, íraclions, isolaled compounds and de- Pholosynthetic noncyclic electron transport activity 
rivarives .were evaluated for lethality to brine shrimp from water to methylviofogen was determined with an 
farvae as described. Cytotoxicities against human. salid oxygraph S300. The reaction medium was the same as in 
tumor cells were measured al lhe Cell Culture Laboral· 1he proron uptake assay except thal the tricine concen
ory, Purdtie Cancer Center, for the·A-S49 fung carci- 1ration was ISmM and prcsence or absence of 3mM 
noma, MCF-7 breasi, carcinoma and . HT-29 colon NH4CI [17]. Photosystem 1 electron transpon wasdeter
adenocari:inoma, .. with adriamycin as a positivo control, mined in a similar form to noncyclic electron lransport 
in 7-day assays [S]. :· [17, 28]. The rollowing reagents were added: 100 ¡1M 

Phytogrowth-i11hibitory bioassays. The photogrówth- DCIP, 300 pM ascorbate, IO µM DCM U and 3 mM 
inhibitory aclivity oí the: MeOH ·extrae!, primary frac- NH4 CI. Photosystem 11 was measured in presence of 
tions and pure c<ÍmpciÚnds was evaluated on.seeds oí S0¡1M DCIP, l ¡1M DBMIB, 300¡1M [Fe(CN).]3 and 
A111ara111/111s hypoclw11driacus and Ec/1i11od1/oa crus-gal/i 3 mM NH4 CI [17, 28]. Uncoupled efectron transport 
by using a·Petridish bioassay [6] .. ln addition: a 'direct from water to silicomolybdate, was measured with a re
bioaulographié' bioás~Íiy systern (8] was ·employed to aclion mixture as in photosystem JI except that 200 µM 
guidesecondaryíractionationandspeed uptheisolatiori· silicomolybdare and IOµM DCMU were added (31]. 
or the active compoúrids, :.• ·. · · .;' :y .. ,:::: .. .-.. Uncoupled efectron transport from diphenylcarbazide 

The seeds or E. crús:galli'were púrchasedfroni Valley :\ (DPC) to dichlorophenol-indophenol (DCIP) was meas
Sccd Service• r:rcsnó; ·calffornia; a:nd rhose'.o~·A. /1fpo;< urcd ·spec1rophotometrically as reporled (32], 200 ¡1M 
clw111/riacus · from ·:•: Mercádo (de ·:',Tulycllu.álco;• ... D.F.'/< DPC was added to the medium. Ali reaction mixtures 
México. Tite.dala weré'áriályzéd by'ANOVA(P,< O.OS),': were illuminared wirh aclinic light of a projeclor lamp 
and IC,0 values wérc calcula red by~Probit analysis IÍased ~.:• (GAF2660) passed through a S-cm filler oí a 1 % CuSO, 
on pcrcenr inhi,birion obuiinéC!.:The'éxiriiét'and "¡lriní"ar.Y.•" soln. ·'•·· · 
rractions were.evalirnted,ai~so;''.'100 áiid ·2ooí1gml:::,'.,,· .. ; · ...... · ......... ·.··•. _ _ ... . 
Cmnpounds 1 and 2'wéicevaluatcd:a1.· I0,'30, SO, 70/100,•cjAck11011·/edge1iieiítsZ. This worlé was supporled by grants 
ISO and 200 /1gmlT}:· Dcri\-ativés; la~c were e\:aluated '.'. IN-20i493, IN204.493 árÍd IN203394, DGAJ>A-UNAM, 
only at SO and 2oo'iigml ~ ': Tricolorin.'A \vas'Used as, ; and •. Ol 33-N9 I 04,' CONACYT. :We, lhank,::: M.Yen ,: C. 
posirive control [27]. , <: '"': ·····: /<: j• O.· : : .'/ ... 'Alilano· GtÍtiérrcz, lnstituto'de'Qui1nicai'UNAM for the 

Thedirecr biciauíographi~assay; whcre .rhc sceds orihe • recording of thc NMR.ispccÍrái'QFBiGriiCicla Chávez, 
!argel species grow'direcrly on lhe lhin.láyerchromaiog-. Q: Marisela.GÚtiéÍrci and .Q: GeÓ~gina Duarte; Faéul-' 
raphy pinté, silica gel .. G60•F254 glass backcd, piares . tad dé Quimiéa;' l)NAM: for rR;'.opiical rolaliorÍs and. 
(20 X s cm, Merck), was uscd as prevfously described [8]. .• mass spccfra rrieasurénícnts:: Mi•R: Calera' acknowlédges . 

Bioassa.1:s 11:ith.'ph)-roputlwgeÍ1ié fwÍgi . . The targel spe- lhcfellowship awarded by[ÍGA PA-UNAMfo carry out 
cies chosen)\'ere Fusarium coxyxrorum; Hclminlhos- her• PhD lhesis:; P.• S:irichez•.im'il · F.:,Sóio. ack.nowledge 
porium sp. and: Pythium'sp:•The bioassa.ys .wcre ·éairied · Facullád: de> Quimica/i: UNA M :. for : the< íellowship 
our using the proccduré·; prcviouslydescribed [7J.::The .awarded, rhrough Subprogrami,:127 10 carry out rhcir 
measuremcnls were.míldc aíter 72 hr oí incubit1ion: The ' BS theses. . . . .. . ., . . • .· 
mean value ·0(1hrcereplications' ~IÍ:ere<;analped•by 
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A NOVA ¡p < o,osJ.The.exfract; primitry friíctions ánd: 
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Abst:ract 

5-o-6-D-galactopyranosyl-7.-methoxy-3', 4 '-dihydroxy-4-phenylcoumarin 
. - -. 

isolated from Exostema.caribaeum (Rubiaceae) has been found to act 

as an energy-transfer inh{~It6;., in spinach chloroplasts. ATP 

synthesis and. phospht)rylaÚñ.g . (c9uÍ?led); · ~l~~tio~ ·~:f1~w, · were 
··~ ~· 

inhibited by ·99, .an'd 72%, :re;;;pe;ctively; át :.á conceritraúon of 400 

µM. H+ -uptak~·,: ~#~~;a1~ ~n<i, unc:~~p~~e~f ei,e·~.t~osi\',ttaRiE'~.~.~· ~el:' e .not 

af fected by . th~; ~;~~~~itl. :\~Ji{ 1 ight::aétiv~fect' Mg',2 ~ATP.i~é! ; i:i'cti vity 

from bound me~~~ari'~ -thylakoid 'C:h1~;o~~~s:i~;wa;s ~~fJhfl~·.;inhÍ!Jited 
. ~ .·. 

by the coumariri'"'·Also,: th~ heal:-~é:úY:~ted•,C::a::~ATPase ~·ctiv:ity of 
~~:: '··_-_:-_>~ ~·7 ,o-_}.;;;. ~;_,: - ·1,;- .·;;:.:::,'.:' , .... _:_ ;-.·. 

the isolated" coupÜng; i~é:tor< 'pf:oteill ,;;as c·insensiti ve ._to;. this 
'. - - -~ -,::_:;;';. --~-:~~-- ~:~;,,:_- -

compound. In chlCiroplasts _;partiaúytstripp~d 'pf(coupl'ing factor 1 

by an EDTA treatm~nt; >the···c~J;{¡aiir:/~~~fad.>i,:r:~stoiat¡orl·~f •the 

proton uptake ~p;ocie~;~. <T~~se r~1Jits'; ··s~;g~·~-fÚ; t~~~~ :~~h~ 4-
· ·· 

phenylcoumariri under' invéstigaÚón ~inhibited ph()~phó:r;.Y1ation ··in 

chloroplasts by) specifically blócklng·.·.-. the e t_ranspo~f .8:f >p~otons 
through a memb~a~e-l:i6t~a cOmp~rien~_ oÍ:; a•, cal:"I"ier; ·.2ll~~n~l .· ( CF0 ) 

iocatea in ª ,hy~;~{)1161i~ 'i-~~i~~ at. 'ornear the funct:toria1•binding 

si te far the ~ciüpÚr{g fa~foÍ" L 

·- ·,··- "-

_.~·,_: __ oX~~--,·--L~ · ' ' .. 
• , . ·.• - ·' ~-- - .- - -.- ·-.- .• o •• 

Abbreviations: CF1·• ~:chloroplast •coupling. factor 1; CF0 - .coupling 

factor zero; DCCD. c-. ai.ci~i6h~~yica:~odiill\.ide; • DTT. - di thiothre!i tol; 
i"•.">·. '•i'o 

EDTA ethylene~dia'rnirietetraacetic . a cid l• : . · HEPES N-2-

.2- ( N

morpholino) ~thanesulp~~riTc.acid; TCA. ~ trichloroacetic acid. 

hydroxyethylpip~r;;~ ine ~ ~ ,· -. 2 "ethanesulphon ic ac id; MES 
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Introduction 

Among .natural products the coumarins are certainly one of the 
:·:· '!::, __ , 

most numerous . and varied · in·.·.· structur·É:. . The >.central ·. :f'eatu~e of 

coumarins is tri~ 2!!~benzopy~a~~ 2 ~one) .nuci,~,hs. · <Tii~i.'. ·. aie , widely 

distributed •i~ ~~É:· i;J.ari1::•:k{~~~º~~o6cur:Úng· i!l ~ll.part~ :of ·~1~nts. 
coumarinsfhave" l:J~~g¡:~fs~•·i~ai·~~~d.~fr~mi'.~icr6;C>f9-iii:·is~s?aii'ct ~ní:a.1s 

,·· º'"-~ .. '," ~ 

cFeuer 1974 ,. · ~:i::-6tri!:''i'98l,C: ;;,,~~~]\i~rici:t8i-6~~·:.).99sr ·~6~t·~:E· these 

compounds ·.·hav~ .'a}i;,¿;{~d~:physrnl'6~i~c~1 .. Zfi~éts··:;o¿• B~th·· ¿lants'and 
• " "'·' ' •• ';.:• - -~. ¡ 

animals, inh1ticti~d:; iri~'~6t:..i~:Í.'ci.3.'i ,<. phytotoxic ;~ri'~'. ·~1-~At ..... g;9wth 

regu1atori .•. propertie.s·W~t:~~:.1ii:'.1Ys·6·,·.·.No;•t;;l:~~~!l~:Kraus-.199o., ... ···.·~ªdy 
et al. 19~2 1 ,R~s~kb~~)~i~'~i?,g-9ª;,}~T·:ni:!t~i':F~~·¡·;·~·i6:~i.k~wci et 

al. 19921 'K'um~i et'\~i. •1994J; "rh Sik'~t~•'. fh.~ir ~~f-~i::t:.~· -~~~ be 
: -~:'_,_.' ·~-r-_:._'· -- '.~..;_·• ·~-~-=e·'---<'~--- --~·-. , __ ,. 

exerted by inhibi.tiÜg):ir 'if.iriiu1ai:ih~,):na~1k~3:~seh~ a.~iac:<:lQici'ase, 
stimula ting ~thyien~; ~r()d.iié::ti~¡:;s; . inhi~-it:Í.ng C:~11ú1ase: syn Qh;;~ is' 

increasing lll~ml:lrariei': p~,ini~f.\f)ü:i.ty' ¿B;~J~i~a'i,· R6bins()~;i991) or 
' -·. . . . (·.- ' ... ·;_· 

affecting the e~e~'getlc iTtetaboÜsm.(Feuer 1974, 'oe~o~;,;if ;'a1> Í975, 
--·· .:,~,-;·'.·-~"- ·)}( 

Tissut et .a.1: 1980, iBrowií' i9.B1/·l1orefandand'Nohtzk~yrf9.BiJ.:'some 
studies have 's~o~~ ;:t:.h:t ·sinípie ·é:ouinarfos 'such a's esc~{~tin.· and 

scopo1etin · suJ?pi~s~ecí.:. phatosY.11tliesis ot · >r,e~hr ~min~~-; ·. r;. 
-- ---==- ------,,_ -~- ---- -;,~_--o .. ';-:e,.~;o---' ··-·-····• '-~~_;c:-,d;-~~-- ;-:-c:-~OcF"",_<C' ·.7~-0 ,-r: ,-, 

concentra Üons .<'simiíar ' to. ;those •r~:u i~ed> for ¡~~gfowtii::· iñl1il:Ji.t:.ion 

e Einhellig ·19 8 6> :1.9 ~5);; Also, \scopOletil1 <sisrríüiéal1.fiy: d.er)réssea 

photosynthetic ia.'t~i}i~ .·t·6bc'i:é~o· e Ni~otiaría, tobacuní i< l T ~~ntfbwer 
1~,'-, '- '-'. -~-- ¡'..\;_;· .·. : -

e Helianthus annus í/(J ' and p.Í.gwé~~\ (A:~~r~l1thll.5' ·~eti'.-ofl~~~s L. l 

seedlings cE:i~~~J.J.ig i9j6,·.{~9'~). 'rt á iiTtpof~~I1t fhpoil1t ~ut that 

these investi~~t¡ons• hav.e .b~~~' é¡.t"r~ed~ out' mosÜy ,;ith simple 

coumarins, . f~ranoc~uma~lns and p~r~nd~o~~arins which are· perhaps 
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the most commonly occurring coumarins. The .4 -phenylcoumarins pos ses 

a limited distribution in the plant kingdoi:nand from the biological 

point of vie~ th~~ }i~._;.é tiééri poóriy investigated, (RÓjas. et al. 
E';':·. ;i • ;, -'O• --'.;"~·,:. ~: e;¡,-,; óc;:'-

1992, Mata 1993, ,_w_atérnianh;uid ~?~~ ~~~.4·) '.'{ TÍie_iJ::•ác~iyify ~hx.Pl~nt 
growth as weii ~ás/t~~'·spe!'cdi:fi~ "effects·· •. aé .ih~ m'<Jié'ct'.iiar levei 

rernains une~pÚfed: Th~l:~¡~~~; :i~ ~rci~:r:-< to O..· pro~6~~ f urther 

knowledge ab~·Út /'~~e ~~;~~logfoa1. ~~oper~~es' ·;¡· .. · t~:e·~~.;\s.E;!C:ondary 
rnetabol i tes, i~ t~~''!li~~~nt p~·per we a'é'~~;ib~d the éf f ect: of. s '-o- 15-

...... _\-¡:, • - •. '.~','-;, ~ - ., -,, ~- -~~.-,,~. • •O '« --- ., • ·'-- ;~•¿ '·, -:;,,'' 

o- galactopyranosy~;:7-métho~y.- 3 ',4 ;' -dihydroxy-4-phenylc'émmarin 

(Fig. 1), ob~ain~~ .fro~¿~i~t~~~;~~;i~a~um~(Jacq.·~'·R-~e~:~ et.¡~c~ult. 
_,__ '~.'.'.>:"- ·-·-· . ,;,--- - - _. ~·-,.·--·. ;_'--~~- ~ ,.- -.. 

( Rubiaceae) on · dif ferent' 'photo~ynthetic-~ acti vi.Ües in .· isola ted 

spinach chloroplasts. 
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Materials and methods 

Phe.ny.lcoumarin source. 5-0-'6~D-galactopyranosyl-7-methoxy-3', 4' -

dihydroxy-4 -phenylcou111arin ( 2 g) crystallized spon.taneously from 

the methanol extract pr~pared by iti'éiber~t.i.'ci;l o.r ~~e stem bark ( 120 

g) of Exostema carihae\.lní; The~'c~mpOúrid was.:reCrystélllized' from.MeOH 

and i t was chara~t~Hi~d .by 6'bzi;a::iisgI1 ~.i. ~~ an 'aJfh~'nt.i.c sámple by 
, ·' -l ... , . .:.¿:,.J .. ;".- ' .~--· -- .,, 

IR, UV and NMR (M.at.,;_\::;toai: ~9E(7): ' '"'. : • .. ·· ;> >( . , 
Ch.lorop.lasts •.iso.lai.Í.~~ and'b~l'?:~~f~yl.f; ~~te~f#i~af~'?.~; .~hloroplasts 
were obtain~.d~from :Ínaik~~.··splq~fli.X~~y~·~''._{sFí'rn~~~~~ 6i~~~;;e·~·L. Í ·~s 

described previo~sly .<L.otina~Henn~~n•,et-aÍ·.::~1991'and ~:r~i-~ªl~ivia 
et al. 1991) and;s~~p~;;~·~d~~ ~~l~~~s'j:~~kcal:a,, ;j_~ \o~ mM ,'sucrose.' .. 5 

mM MgCl,, 20 mM KCÍ;a~k'~tf'}e;1t~~~·0it:li'[o.é~i~M'"'N~";~tri6ine at:pH.B.'O. 
-,( • - -· - - ,-:~~ • 0-' ,·;e • .• ' "• - • •- -- '• • ~- ¡· ... ,,-,• ·- - • • ' - • .. - • - .- - • - • 

The chlorophyll concent'ratiori'.was\measured ~P~~t.r6phÓtometrfoaHy 
'.',:_~: _,;.,·.-

as described (Strairi ;et,:al;, 19?1);; <.. .. ,•,. ·.·. ·.·· • · ·· < 
Measurement OÍ proi6~;u[;1:~~~,· ATPsynÍ:bEi.Sú . .olná e1-~c1r~~ ~.?.~1sport. 

: •Y-:····''', "·-' ,, ... -::·.' .:._· - , ·,.··_.;::~·: '"-. .-:·;.: :;:;.· 

Proton uptake was<ffiea~ti:Z::~d éasia}pH rise between,. 8';·,o·\to"B~i:.(Dilley 
-~ .~:·· :<:·. < .-·.;.', :-,:·,' ... --•. 

1972) using a combinaÜo~ m:CCroeleCtrc;aé;: cC>nriééted.'. tó '·á'•corning 

potentiometer ··.wi~~; 'e~~~~d~~31cai~~ .'_;ht:. 'P,H .:·~~~n~f~~.:;,'~r~<récorded 
(Gilson rec¿;rder).CT~~ ·;~actfor!,ffieclium _was -;ioo rkM ~b'i:bii.b1,. 5 mM 

Mgc1 2 , 10 mM~.~ti',._1·.~~Zi,¡ ~~;~1:~icf~~ ;H:.·B>o.'. IZ~~ U~%tiiesis. was 

meas u red as· ·in ·Pii,t~~ -:t¡Pt~J:~"'6o~;;¿ifi;';rii';i;¡·:tJi~.~;~c~e~~~'.-6i'i':inM ADP 
'·,' ~- '·:.:::. /> -:·.~:< <·-~5- :- -,' 

and 3 mM KH2PO~: ( Peña:;"valcÜ'vii ét Ú. 1991) ; : Methylviolcígen (O; 05 
) -;. -:--- • 1 ·, -~ ~ ~- • ';, '. 

mM) was addE;!d, as eleétrC:in accE!pto:t:'. far. Hill're_acÜon 

Photosynthétió non~~yólic ei~ctron >hanspo;;:t. aé.tivit,y .. from 

water to methylviologen was deté;m{ned with ~n ·~x~~rap~ YSI ( Yellow 
.. - .- ... · _-· 

Spring InstrUment) Model ··5300. The. reaction. medium was the same as 
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in the proton uptake assay except that the tricine concentration 

was 15 mM and presence or absence 6 mM NH,Cl (Lotina~Hennsen et al. 

1991) . All reaction mixtures were iHu~inated with;acti~i~ ·light of 

a projector lamp :cGAF•·.·2660)· passed. fl:ira,ugh ~·· Sc:m. fiit.e~ of~a 1% 
·Cuso, solution. <: ~·: • ...•.. ·'.t· . -: . . ;·:e:/ 

A!I'Pase isolation ;.:Índ a1saJ.t I~tact,/chloroplaºsts were i~6~~ted '.from 

3 o -40 g of spina'cl:i';ieav~s ¡whi.ch/;~e~~- gr0ó&;'~d,\;;' i~'üi·~J. of'. ~;, m~dium 
,,. ... 

containing 350-mM sorbitol, 5 :ffiM'.as'co:Í::bic 'acid and 20 .lllM''MES pH· 

:~ 5 ~o c:~o::pg~•;.t~·~~~t:1c:~:u~:~u1J;iif r~f~1iilit~~~;;l:l:: ;;:. 
EDTA, l mM MgCl21 l .. ~.··MnCl2~ '5.º~-.~~:.~~:;~~~-7;6~--Á~~~s~·~c::vity 
was rneasured far, the techriiqu~ Í:eported :by Mi.lü; et a.1;, c\~~o) / and 

determination of Pi\was e'yai~ai~d csuiirÍ1erC>1944) 

Coupling factoi\ATPaji. act¡ ~.i~y ;::¿~~~f opl~:~~··•;were -~~li.l~t~d" .w.i.th 

O. 75 mM EDTA ~~ <7~~ j_~' a: ~i~aJ.' 
0

co~c:ntr~ti:n;·o¡: 6.;l'. ~g . of 

chlorophyll pe~ . mL ;:i~d. aú;;,,~ci· ~C> sié:.-:for< 10 <~i~ at ~room 
ternperature. · cF)d~~l~~~~· /~~mbrane~'. · . . \ol~¡~{ fh~~ :~i~rn~veci .. by. 

·"',:;,_\' ~.::.:· , ;::~ ;.> ~::~.. . .. 
centrifugation. Of •flús~;EDT1~/ext.i:act/.O ;s-;rni:.was added:;tci O'; 5 <ml.' Of· 

20 mM tricine p~ á'.o,'2)~.E~Tf,"·i~o~;DTT\•46'mM'ATP1>i~f:d at 60 

ºC far 4 min. Of this activated:mixture.0/1 ml'wé<Ís i.ncllb~t~d for20 
-,,,- _,--- -~-'"--=-·-- .-.-=-·;.=~---=-':---;;;-o'~-";--=..~---~-:....:. -~ :::_.':_ ".'."J.-.~·~-'-i-'-~:~;,_~-~: .;-~~--==;~. ·:·"'-

mio at 37 ºC wi.th 0,9 ml:o.f:a•ll!edi.uriúóo'ntai_ning:so·rnM Tris pH 8.4., 

5 mM cac12 and 5 mM ATP (v~~~htas 'and: Rácker i965, ~~~ta ~t ai. 
: __ ''.-.,:-: __ .,:~:·:_.< :··:.:·~--~. ;-_ ·::--:»:·:, -.-·-- ·' ·> - . :· '-.. _ .. , ... ::: . . . __ : <:'- . 

1974, Giaquint~'.et'ai.,1974). Reaci:.ionwas stop
0

ped with 2% TCA and 
< ·:·_ .. - _·· ·::--, : • < 

deterrnination of Piiwas.·evaluated (Surnner 1944) .. In each case four 
'.·-.. 

repetitions were tested; 



7 

Resulta and discussion 

Effect;s of t;be 4-phenyl.coumarin. ·on ATP 'fo'xmat;ion and el.ect;ron 

t;ransport:. Photophos,~horyl~~i~n(from ,;;~tei to m~~hyl~iologen in 

spinach chloroplast~·was inhib{~ia ~j ~~~· ~e~fe~ ~benyl'coti~a~iil in 

a concentration-dep~I1a~!lt: ~i~~e;, ;re'~~~fl1g Ú l:Íy ~9%' at 400 µM 

( Fig. 2) . ThJ c~i~ulatt:id j• ~C50 • ·(cdn~~~t~at¡in ~ ;¡:c)~~;;¡ng 50% 

inhibition) J~s ª;·~':; .. : . . .. ::.'. Ye · .. 
The lightc:-depend~rit forma tfori of 'ATP~ican be¡.i_n.hiblt~d' by three 

··:-C-- ~- , _ .-. _-_., _ ~ '.' -e;_-.-:·.~:;;,'• - , _¡. ··o~ ,:'.._:e'." ;¡':::'. _''·: ,-; '' .. 

different mechanisnÍÍ> :< .. biockage . of i.~ the;; elect,rC>ri . 'tl:-~nsport, 

inhibition of• the'·ph~sph8~ylatlori. i~~~;€t-b1.if of ,Uncoup~\ngof.··ATP · 
synthesis frórii~th~-'~Í"~c¿c)~·.~?a·ii~~6rfcbood.~t ~J.:' 19Sl) '.~·To obtain 

further. info:i:m~t:i.6ri •élbc;Ut.the, mecharl.'i.sm ¡;f .aci::i~n. oi~ 5'.:Q..:6~D
galactopyrano~yi~7:~ethc)~y::3'h~4.'-dihyd;;.c;~y-<Í.-phenyic~i.i~~rin·on ATP 

synthesis, :i.t~· eff ~~~:~~.·~ro ton ~Pi_.:¡_k·~ ·.aria• ba~alO eÍect:i:on transport 

was determined .. 

Proton up.tak:~ in sPina··Ch· cli.:Íór6P1a:Sts :~W~'S unaffect.~d-· even. when 

concentrations_()f~)hec~~ph,~~~ ~ei~ increased up to 400 µM. Fig. 

2). This restiltow~~;similai t'o ithe effect exerted byi kaempferol, 
,. ; :.:'.;,·:·>_:; ::-: 

DCCD, DI0-9, phlorizin~ ~hlorotri-n-butylin, piquerdl ··~·· and 
---·-'-_-'"-.~ __ :-,----

diacetyl pique;oic.:cci.f~drEy iúi<l:Racker, 1967, Arntzen•l974;. Mendoza 

et al. 1994 ). :rt was al~o bbs~rved that basal electr~ii \r~1üiport 
·:..··_ 

was not modif.ieé.i in th~• pfesence of the. coumarin ' ( Ffg ;. .3) , as 

demonstra ted wlth< ká~mpferol, phforizin, triphenyi~i~ ,' .pi,querol A 

and diacetyl pique~ol (I;~wa,et a'1. 1966, Arnfzen{~7;, ~ould 1976, 

Mendoza et al: 1994); These result:S suggest\.hat the p'henylcoumarin 

may be acting as an e~ergy-Ú~nsfer \,nhfbitor. 
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In arder to test this pass ibility, electron .. transport . rates 

were determined under phosphórylating and .· uncoupled . candi tions. 

Figure 3 shows that .· the 4 ~phe:Íiyi~oumaril1 .· inhlhif~¿ · the 

phosphorylatirig' elJc¡~a·~: ~i~rii~6it. .... ~l~~.- ·¡n ; a'.·; ~onc'.:,E!dtration
dependent manner; '"rhi~Y~~t:ic!i~-;~~~,j_~ ;t~~ sánie cionci~~~;~ti2~n range 

as for the inhibit~ry ~·f'f~~f' o~ • ATP, ~;~ih~~¡;i? ~h~~~ data 

strengthened the p;op~~~l·th~t,the 6~umé!iil1'i~~6ti~g as ~!1 energy

transfer inhibitor, because u~co~pl~d elec{;~n ~ra.!1~~ó'rtwas·also 
not affected (Fig. 3). 

Effect o:E t:.he 4-phenylcoiimarin'.e>n M',r• .and·éa2•-ATP~se· activities. 

It is known tha t the A~Pase ácÚ vi ty .· is irlh.i.bÜ:ed by_ several 

energy-transfer in~i~lto;~; . incl~dÚg phiOr.i~i.n, '~ro- 9 . chlorótri-
.-. ·-,-=- ;: _; ,::. 

n-butylin, ajmaliñe>'ka'e!mpferéii; n.ccn,' t:rypheriyltin, among· others 

(Mccarty et. _al .• 1g'5s, r~awa.et al.. 1966, ,Arl1~'z'~n ~~-:ai< 1974, 

Vallejos and AndreC> ·J.g74 /. ~oui~/ .i;76;;. Mendoz:<-~t ~~. '..19~4 f. We 

found tha t t!Í.~ ~~t:j.i:-a.1 pi.:octtié:t; ·~t- ~'.i.1'. conc~~i'.-~a t¡c:,;~s; tes:~ed ( 2 5 -

on 

,. , r'··: '•,°;.¡ .: '-~ •t •' •• ~ ;_'.{'. -~~~--· • .i:-~-:-,- ·' ._,..-_'._=._ -' 

had· an1:Y.as1ight_1:Y ~n1ú.!:lita:r:f.ei:tec1::c 15% 'af tii~ibiúan, 
light ~ernb~al1'e l:Í~~nd Mg2~.:d~~·~n;d~n1: ATE'él.'5~~. ~~a~i:¡~n 

300 µM) I 

the 
:--' ._:._,- ·: ,-'.'./; 

as socia ted wi tJ1.\::;c;i1a j:.ed:;chlo~oplasts-'.'~c T,ab1e'.~-lj,c~Thl,~,".;.vel:\r 00 Ümi ted 

inhibition of the.acti"<;i:t:y:of a rríe~l:>ral1e~bounci ATPásei·suggests that 
·'• - ~· .''. ·- ·~· ' .. - .': ,. · .·t ··. '-_ ·; ... ·' '.··,· ·,, · ~" "-~· . •!..e-.· ' J ~- .•._.·. 'o··-.'-.--,.; · ':;:·· ' -· -'.-

the 4-phenylco~m;ri~.doe~ .not'. act• :i..n\the same a.5:;c;ther;pr~v-fously 
• ' • ' ' < 

described energy transfe~ inhibitors .• A.1~«~ this :'¿º·~~aún' 'did . not 

"! f fect ca•2 -dependent' ATP_as_e: acÚ vi tyf of .ísolated;'~oupiirig?faétor 

l from spinach chloroplast~, · This. la~'t. da¿ indiC:ate .· that thé 

compound does not interact w:i..tk ~F1 when a¿t ,as.· energ:/J~I"~nsfer 



9 

inhibitor. 

Restoration of H+ -uptake in EDTA-treated chloroplasts by the 4-

phenylcoumarin. ·. In: arder. to. lo~alize the 'si te of action the 

coumarin was tested; on chl9roplasts wi thoÚtCf 1 ~h~ch ·w,ere ()bta'.ined. 

wi th EDTA treatme~t .;choroplast me~bran.~s wli.icJ1hii.;v.~; beeri:partially 
' . . . "''·'" -· '-"-" ·-1:.-::.- '· --~:>' -

stripped of CF¡a~e l~ciky\~~:¿_r~~ori~.-~éd;;~~&s~~~~n~+Y ai~Üribapable 
of maintainirig a 'tra~.~n~~#~arie /~~?.~~~ "gi~~i;~-~~L·~~~~'.~-~hn; and 

Jagendorf 1964) . 'I'he \irlábility of a 's\lspens.i6n ''C,:f;',EDTA~washed 
chloroplasts to ·iJih~¡;if':-~Be ~á~SI~r ÍÍ.ªht--~~pen~~!l~_,JH,rise'.can be 

restorea by ~dclin~:~::~a~~ '.'80~~-iiü~·~ tab~oi¡~ i'('cifiei!17Hi·t~ass' and 

Berzborn 1984 )~r'~i'te~~~f~~~ly, ~~ aCl.ai'ngi[)(:c[) (MC:~'&r~:f ~i:idiRacker 
1967 >. Figure 4 ü1;:;stra't_e~ ihat:· the'4~phehyi~~J1n;;,.~{n: ie~td~~a the 

·-;_«" ',· '- -~ --, ·-

1 i g h t - de pen deií t .;-~~-r~~~~-~it~~~,-~~t~J~-~-,-; <In ·-_a·. ~suspens-·ion·:, -O~'. :·-~~:En._T~~~\ni"Shea 

chloroplasts in a C:6~bentr~Ú611 depe~a'ent-~~~~~r'. Th~ret?}e/ the 4-

phenylcoumarin .m~y- : il1~~:r~9t·. ~it.h CF0 ···~h~1: • it r~c~~ \"as. epe:rgy~ 
transter inhibitor as•aoes .tripheny1ún 6~.ñ'6cric~~8~I"~~ a:'~c{R~C::kér. 
1967, Gou1a ·i~1i¡. ···Al.so,'. i6~:c6ncent~aüons 6l ."~cco • ~~r~~dly 
stimulated p~6to1h~s¿~6it1~ti6n · 'il1 É:bTA:t:X:é~t~d · díii6;6piasts 

'~ ~~· : ,_ ,' . -·.: , :.·; '~-; .. ,,;_:< 

4-phenylcoumarin·in a n éoctanol/water systeril: cJ?ii.rú ti2in·co~tiicient 

o. 85) indica tes that th¡s ccmÍp()u~d ha;· '~<>;~1~t:.i.:.;'ei~ low 

hydrophobic nature. The synthesis of photoa:f.finii/~~:rivatives will 
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provide further evidences about the 4-phenylcournarin target in CF0 • 

Concluding reinarks 

The effect Of 5-0-6-D-gala~topyranosyl-7-rnethoxy-3' ,4'-

dihydroxy-4-phenylcournarin, isólated, fr6rniExosterna ciaribaeurn, on 

ATP synthesis' · (basal, 

phosphorylating' a.ria' ÍlUCOUpiea) Observed ;i irí > the ~~eSerJt ' 'stúdy / 

~:::::t:n::;f t~:~~'.~;i~~~!f~~~fJ}t:~l1t~~i~ci;:i;;;;~1a~:s ~ 
sin ce the cc:i~m~Fiii''c{ic:lf'iíg~·~,~"~í~égi+t:tí~' ¿~2~-~ATW~~~.f:~ii~ffyi~6f ,, · cF1 :•· .·,;_·::1 :-:;· '-'···~ ~,;,-~_,-_.. , -;, ''-o·~, -~:--;- ~---:-'..;,:_,-,,-; 

(Table 1), theiriechani~n;'of;,;;i'cúo~' is C1ea~ly,dÚfereht frorn ,that 

described fer 'DIO"' 9 ~'and 'phl_~;~~~ne, '. w~i~h; ~¿;~¡. 7'cti'r~~Üy ;;~ the 
--'·'":,_:,'.';f~--/~ _, __ ,_. __ . -· . -== --'"'=--- •-- - -:"- ;----· ·-;--:"· 

coupling fact.or<1 cM:~carty et'.3.1: 1965, ,:izáwa et a.1:·1966, Mccarty 
'. i '.:_- J··, -.- :. ;:,-:~·: 

and Racker. 1968 ). 'The'.stimulatory:fe~fectc)f i:.he:4~phenylCoúrnaÚn on 

proton uptake :i.; h~J.oi-o~l~~f:~~~G~i.1.~ ~~~~ived of CE\ ;'ci;:ig'.C4) ·is 
, .. - - - " ' ~«.--~-

'·'".'.\, 

reportea as , blo7kéí:"s of .e]¡'/ cMcsarfr' ah'C:I •, Rack~r~; i 9 F'. Gol11.ct 'Í9 7 6 >. 
However I unliké 'thesé.C::onipou!icts} \~e: 4 ~phen'ylcoumaI'iri',;11~~ onl~ a 

~,. \.,_ .. l_:.o'._:,_~~---'_:3o.:.:..:_o,.~~--,,-_~:O-~-_:;~~---·.(·~"-~--·-:-,-·--
ffiarg inal inhiÚtor~i"'~cd.on~~a•n·'1'1g:2~'-'ATP-áse' (Table.·1r.:. siné:e this 

behavior is ·in~¿nki~~~~t.:w{~~~'h ~~~~a~{~~o~·;~btLJn·''~l1fbh i~~C>1ves 
. ·;"' , -~ ;.:, '.,-·,._ . -··-" ·r··· . '-"·. -: -

only the block a ge. ·¡;f 'prbton .,fr'.-a~¡;p;ft,· thr;ugh :CF0 ·.·.,a',ip()r~cC,rnplex 
rnechanism rnust:·· be'·· i.ri,Joi;J~a~: •fr1':\11i'S :r~sp,eci,,~;i~ -1~;\~['.lp}:-tant to· 

point out -~~h \~; :· J<éi~m~fe~oÍ/' 'ia~ ,:c.iri11Íl:>i;2C>i of 

photophosphoI'yiati()n, 

Mg 2·-ATPase activity I 

in 
-. - . . -~ '·.·: : 

it has been' p;Óposed t~at the UÜl:i~ation of 
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a putative high energy intermediate for.ATP synthesis is impaired. 

According to Arntzen · et al. ( 1974) kaempferol · ·acts at . a step 

subsequent ··fo._ the formation·•Of th.e h.:i.gllfe~erk; .·~~fermec:l.Í.ate but .· at 

a site 

ATPase 

prec~ding;,t:lie>finai f~úization(of/tlleenergy ··'iri.\h~- proton 

comple{. rc~n~.it:I~r:Ih~;o~ri~s.~l-t~', ·~e-~r'?éo~i'ei ili~{·.:~,~Ó~6~D-
galactopyra~o~~l~,7 ~ritet.~o~:/~.31 , ~'~dihyd:r:~:Ky_::·4;:ph~hyl~6uii\cii:inmay act 

in a similar way as>ka~mpferol'•CJ.o::s. :A:ii~C>~ghf ,~he'.'exacttarget ··af 

the 4-phenylc'~uffi~;{~· ls .stii1 ~~~~b~n;, •'it is' pr6oably·· thát .··it 
-'·::· .. !~.~ •·>;·,.'i-_}~,:·-::·· :_': -~;i~i-'~-:- .. --,, ~;~-""-·,'~·,e- F 

exerted its inhibitory effect 6if',ATPa'seisypthesi's•,by the same 

mechanism, ás <th~· simple. 66:i~~~1¿ ti*s~fai~~·~~ne·: '<!e~~ ".'· Ha1· mM) 

which al so pos~~~ á·w~á~ 1 ~f}~bf··¿n•~§~·~~;~~~e .,·1s~;-{•kl1ibiti6n ··at 
:::.>. c.;~,~i __ ~,- ' ·.• -__ ·. ,'~.-:~:._- • ;:.:'--

1 Q mMJ (Morelana:ii'ni:i NoV:it~k~ .. i9a7.J ,e • • • 

This work 'foteht 'to:~~i;~~rt-~<:>i''ci~ ~u~~ 'largér' ~~rveY of the 

effects of nat~faHy Fo~<Jurring. ~~~p~~~ds, ',· 1!lb1~di~g' 4-

phenylcoumal:ini3, ~n .~H~i~u;~ b:lo~llemicÚ plant processes ··in. order to 

understand the ill'.~~I:acti~ri • between pla~ts · through the so called 

allelochemical compounds. 
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Table 1. Effect of the 4-phenylcoumarin on the Mg2•-ctependent ATPase 

activity of chloroplasts and ca·2 -dependent ATPase activity of 

purified couplh1g factor .1 .. Control values fer Mg 2•"'.ATPase and ca 2•

ATPase were 

Coumarin 
concentration: 

(µM) 

Non e 
25 
so 

100 
200 
300 

± 
± 
± 
± 
± 

8 
± 9 
± 5 
± 7 
± 12 
± 5 



Legends 

Figure l. Structure of S-0-6-D-galactopyranosyl-7-methoxy-3',4'

dihydrox~-4-phenylcoumarin. 

Figure 2. 4-phenylcoumarin . On ATP formation and 

proton Upta~e fr8m water·tO methylv'fologen in chloroplasts isolated 

from spinac:h .i~a;_.és. P~6top~ci~·~hc:lr;l~tion< was m~~str~d in· the 

presence of · 1 ~'Ánb anci'3'; Ínl4:/K2~~cY/l E~:hicJ~~ftJ··~·~n·~Hbe~ 20 µg 

chlorophyll ' p~r , irir\in the : r~adúon ini:la.i~rii:. '6'tJi;;l:"; . c~nciit:ion as 

described i~· M;t~ii~Ü an<:i':•'ll1¡~~~~~-; Sº~~t'8J.'.·~~lües c,rates for A.'.I:'J:> 
.··~ ' 

forrnation e•) and •proton• tipta'~e./ (d·) i,/é~~\iso. 1h ~o{ ATP/h· mg ·. Clll 

ana 48 µeqW/11· irig chi, ~ r~~p~ctt'v~J.i,L ;.; ···~" 

Figure 3. 

transport 

·4 ~bheI1yié:oumal:in on non-cyclic · electron 

(,bas~·1; ·phospl:ior:Y1C:h~g ~nd ü'ncoupled) from water to 
. - - . ;·~·. ' . - . . 

methyl violcig~il / Ncite }:h~ inse;:ns,i tivity 8:f, ba:sal e ~Pi) :and ü!lcoupled 

electron transport to. t.!lé •. ;~ inhibitor; Ph6sph.C>l:'yi<ltin'g electron 

transport wasm~as~red. in p~~~c~~g'e ~h1 '..~'f~f:'.t;n~> ~E2~~04·· A 

6 rnM NH4 Cl was' added for measuring :·i.uicoÜpled .'el'ectron' '.'transport. 

Ea ch cuvette · •. contain~cI' ~O :·µá bhi~i~~hti:L . pk/;·rn¡,·•t;; ..•. ·~~h~·· ~~action 
Other··· C:~I1~ti,~,ion' as .~e~6rj_b~~,.iri_;_~~~:rlal~: .. ~an~·~methods. 

' :.~' .' ·;j :-__ -., . 
rnedium. 

Control ValueS l:'ateS .f:()l:' ;;~Sal/ <6') I. 'pl1osplÍ.OrylaÚng .,~ ( and 

uncoupled CºJ elect:on· ¿~~~port w~re290~(1;9s4 .~.and •1200.J. <µeqe· 

/h· mg Chl, res!?ecti~e;y/.·. 

Figure 4. Reconstitution of .. light-driven proton uptake in EDTA

washed chloroplasts by different cohcentrations of the 4-



phenylcournarin. Details of the reaction mixture are given in 

Materials and rnethods. 
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ABSTRACT 

The effect of several 4·-phenylcoumarins isolated from 

Exostema caribaeum and :Hintoni'a .·la tifl.ora ( Rubiaceae) 

and sorne d:;ri~ati~e~ ~ on s~ver.;1 photosynthetic 

acti vi ti~s . • .. in·· · i~1~~tecl.. • ~p:i~~i~h ':• chlbX'opla:sts . were 
. : -~-, '; 

investigat~d.'. '.l'h{ gi:Y'c::oiid~s;.Ó~E~D~gltÍ~opyrariosyl-7. -
methoxy- 3; 4 .; .~di,'.h~~i~ii- ,n:P~~~~l~~tÍmaf inD ,; (;) . an<l 

compounds s ,7 Ó 1}~'í ~·tet:l:°~hyd;6){;:.4 :ph.~~;1b~'till\arin (la) 
\ ~, '· ' - ~~e - ., 

and, 7-methoxy~S/3',4' ~trihydro){y~4:;ph~'fiylcoumCJ.rin (2a) 

acted as ·~n:_;;c,J~i'ers: Th~s~S: ci6u~~rin~·· l'ri;kbi ted ATP 

synthesis '\J~; ~~~&~ ·~.tiit:~~ j_~ , ; a•· cb~6eritra:f ion-
-- -"-:"o• '.o~---

dependent .·mariner: 'However,:basal;' phosi)hórylating· and 
"'-;-'>:-c. ·oc_,.•-=:; - .. :~·_::'.,~:-e: _.;_,-, \ · - 7 :-;-- -~";' • 

uncoupled eleCtronc-.. transport. were • .actívated < by these 

compounds. Thi'.¡~~~t~~bú~~t~~M~H~~Pa~éa~ti.v~t;·from .·· 
>'·_'!---·e 

chloroplast''thyl~·kc:i•ia 
0

me~bi~n~ w~s ~Úglltif sÜffiuia ted .· 
- -· .,,,. - . _., .... '•-· ::: ·' - -·---- . ' .-·- - -

by coumar.ins. l.~ •.a~d ~a .. · I,ri' ~ddi~~~n; at ,·~l)<'a_]_i~E! pH, 
•';_··:.o---Cc.;'..-·· 

compound •la" sf:iÍllll~a:t~d }he : basal :,'E!ü!Ctrori :úC>w 'irom 

water to rneth;Í~iol¿~E!ri I' hut.: ~'.t th'e pH r~nge' ·frorn . 6. o 

to 7. 5 the, coúm~a_i,f~ ;~cii~;;n:~tlhi~¡:;~rij::~ff~·ct .~()~p~~nd 
la which pos ses, fC>'t!f ;:f¡'.~~··phE!n6li'c hya~6:'.c.:i1\g~o~ps ·, "1as 

the most · .· ~~t.fo~··; '.Unco;~t~r·. .~~~nt'. M~~h~l~~i6n, 
acetylation or gly~~sirad~n' of •th~ p~~~o.1'16' grc:mps at 

C-3', C-4' : and c~s ·r~suite~ \~ a feci~cú6~ 6r \]_C)~s of 

the uncoupling a1Uvity; Thé~e ·~~~a·\~;g~s:ithat the 

phenolate anio~s may be the active. form i~s~o~~ible far 



the uncoupling effect of 

phenylcoumarins. 

the investigated 

3 
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INTRODUCTION 

The biologicál role of coumarins, compounds found 
'·' __ :· _· .. -¡--o;_ ·.'. .' 

in microorgani:sms ,.:aríimals and higher plants [ 1, · 2, 3 J , 

is not .. )efl ub~~r'~~ood b~f ,; t:hey .. · behave as 

allelochemic~1·, a:~ei.i:t~; i~t~rf~~fng wÚh th~ 'me~a;bol:ism 
of other.or~aríislli~.[ ~·; ::.i'1:~',·. 6,>7 ,i a:~ 9] .·\t.'Bas. ~een 

; ··> , .. __ , .,. 

describe·a ;th¡;;tis'l'.>~~~:~im~·l~·.:.óobinari~s·; ••.•i~rano~ciü!na~.ins 
and pyranocoúina:d~¡~· ef~ª¡~dv~~~;; phytoto~ic ,• ~~ú vi ty 

by inhibit¡~g·~~e ene:~~f~¿:metabolfam of: 1nf~~~hondria 
- ... ,e· ., •. ·:·...,~: - :;._. • • ,.~c.:'::':: 

or ch1ordpla~t~iJ,i~:,'.27:.1of;;i;i;'~~i~J·3'UbrEi r~cenÚy, ·.we 

ha ve demonstr~te'a':t.ti~t.'the .s-Ó-6 ~ o~galactopyran()syl .;.,7 -
- - • - - ' ~' • ¡• •• • -'- ' - 'i-_-, " 

methoxy-3\, 4 :yai.h:Ya;.:6,;;i-4~ ~íi~rl;icou~~iin'\ a:;t. as an ·. 

energy •tf~ri~~~~~· i~hi~ltÓr :o: ' i~~i!t¡ci ; Ciú6roplasts 

[ 13] . Co~iú~J~~g . wl~h ; our .invE)stiga:ti()~s{·' ~f . the 

biological · :C-~•J.e'~~;~ 4 ·~ phenylcoumarins / iri fhe'• pres~nt 
-;," ' -·:-.. ---,- - ,- , . ' -

•'.__,-.· ,: '·,:: 

paper we desc:Ji:b'ea the•' ~ff~pt q'f severaf .. nat:.uX.á1 4-

phenylcOultiarins' ( 1 and >,;, '"""~ i/~n:d. ; s6m~ d~rl,;á ti.ves ( ia 

and 2a-2c), on dlfferent ph~tosyntheÚc activlties in 

isolated sp_inach chloroplasts ... -
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RESULTS AND DISCUSSION 

Ef f ect OÍ 4-phenylcoumarins · ~n ATP format:ion. 

Photosynthetic phosphorylatio~ . fi:om water to 

methylviolc:igen lysed intact spinach. 
. ':· ·:-. 

chloroplast.'s ... w~s· •·. inhibited >;b~/< .· the . \tested 4-

phenylco~mariils;~ ~'.~~gu~e }{)( ¡cómp,()uActsé ¡a{ 2a · ·and 
. -· :- ·><' ·'" .· ~:·,· 

3 
-- -¡-,'·_': - -- ,_ 

inhibited .. ATP·· synthesis • tn\ci•'con~.entfaÚo~.~dep'3ndent 

manner' r'edu~in~ ~'it.; hy :92 r •ss and:' 54%' . at soci; µM, 
respective:l.~':··'.~B~ .~~;~. ~~{~~~ '.i~~ i:llese' c~mpÓÚnds w'3re 

io3, 11.4 ' ~hd '39},. ~/ i~s'Ei~C:~i,;e;1y.: >iiíE!'' C>i:h:~r.· 4 -
> ' " - ~- ~--; 1_-'~.:··: ·- --., --~'-

phenylCoÚrn~r'f 11_5.fü:!~~E:ct,·(c(),T~?u~ds~·\,• 21)?;:2~.·~!1~ 4,) h~ve 
negligibl~; effect" on .. · ;J.i6~ci~h,os~hci;y1at,i()n > . These 

·-~ '.:<:<\ ~ -'~;~-----_~: > -~-~'~: ·_":::_· __ ::_e: _ .. 
f indings su~g~1~e~ \~~t; the freé '!l:(~rcixY.;i, 'g:roups ·.a t .e-

"':- .. ~~ -- ~-,- -;:: .. :' ·~:·'/ .:·:, ,._ >--- .. ·· ( -~-- ·_·; :·:\ ' -: ,-_-,: . -:· . 
·3' and C-4 1 'are ali' impori:ant strtictural reqtiirement for 

the observed. l~hi;~lt01iy ..•. 'ef~~~ti oii • ATP; kynth~sis. 
Methylation .brS :c~ty1afion ~~f ~hr h;~rsxY.L: i:;óllps 

signif icanf~/ ;~d~·~ed ~he ir inhibi tory :J·¡i vi ty. Tri~ e-
;"- ~ - - ' ' - ... 

s hydrox:Yi,wa:5a.i.so·an illlJ?ortant.for st~llcit.ura'1feature 

activity, becaus'e .Q~~i}'cosÜation '~t\hÜ ~~sit:ion, as 

in the the 

photophosphóryl~'Úori> ·. 

Effect:. of . ~ .:.;~enyÚou~arins . on . p:rot:?n · uptake and 

elect:con t:ranspo.Í-t::rate; Thelight-dependent synthesis 

of ATP on thylakoid,s may be inhlbited. by b1ocking the 

electron transport, ·l:l~ uncoup~ing ATP ~ynthesis frorn 
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the electron transport or by blocking the 

phosphorylationreaction itself (14). 

In order to distinguish between ·these three 

possibilities the ~f;ec(o~ ~he! co~:n~ri~~ C>n,the light

dependen t .. pJ:6t6~ upt~k~; a:t~· ~~- th~ .eÍ:l~~tl:on ': transport 
;· ·. -·: ·'" .;:f,:.:;. -<) :- ..... -. 

was tested; .É':igtiÍ:~.;'2 .·~hbws thi:l.t the•· pl:-otóÍ:t -~ptake ~as 
'~· '" - '"""·' .. :: ., --

completely i~h'ib:i,teci:'i;y,'cohipou·ria~ i1l.;~rid·.··2~:~éJ.t:;300 .. µM 
' - .; . ~ :';· ·> .. ·"'•( ;¡- - f· , __ ,,, .. , 

( IC50 72. and B 6 ;:µM) J:"efr~9tiJ~i~) /b~t ph'eJ;~l~o~ma_riri 3 

hact only a minar é'ff'ect at3óo µM.· ... '.L'fi~'other ~ourrÍarins 
did not ~~e~f> any-~lg~if:ic.{n~ ~ct..i.vf1:f· ~~?t~is':;l~vel. 

- ';>':=;·_:,:~:::- ,_, ~··----- -_:·'.._:.,,~ ::;~-,_··::;:·;>;~-~~-- - - -

In order to "~diluc::idate : u· '4 -phenylc_c:i~~~rin_s ; áct as 

uncouplers ;.; '.l~:;~l· i{i:~h~-f~f ·-·· ;; 'Cil:iii! s 2'r~<lc.tion 
inhibí tors . t~~~:r effect'·· on/ electro!l'J iio.;;: ·,·. was 

investig~t~a:CFT;g.~'!e~··3~·éJ.·;;ci· Tab{e· ·;: ~h~V~hi:lt .~h~ 'non-
-,-.·;.·.-~ - ' 

cyclic electré:il1 tránsport' •. f ro~ wa tér; to< methyl viologen 

in both . ~as~~ .ari·~ :phosph()ryia\:.ir:ig. ci~~~Ú~()~s were 

stimulated ·~; '~c1~ition of.~o~pSuX~~\: · i:,\2~; ~~lld 3 .• •·on 

of 4 -phenyl~ou~~:l:'i~s is '· p~ob~bly du~\td /an eÍlhanced 
:;.;_·: 

proton permeability; .. of.:the ~thylakoid nlembrane ina&ced 

by the phe~ylc~umarin ~r''by th~. a~t:Í.vation 6t one, (or 

more) redox enzymes which regu1J~E! electron · Úciw in 

chloroplasts. 
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The inhibitory effect of 4-phenylcoumarins on ATP 

synthesis and. W-uptake, -as well. as the -stimulatory 

effect on basal and phosphorylatÚ1g elec:trcm tra~sport 
indicáte th~t ;).i> a~ci: Í~ •'ha te .• unc'6upÜlig _ effects on 

freshly • lysed. Úf~C:t~hl6ihp~asts > 

Like d~~~~· ó~ll~~~ins tii;' 13 ~()~poun,d~ .• la; and 2a 

stimuüited 6nly 'slightly thedMg2~-A'.I.'PásÍ= (20,:.3.0%'at 300 

shown). 

.: .. 

Acti vi ty of · coumarin _- on. e bás_;.i. ;:l~ci~~~ ; f:J:iin'/ip-¡;rt .· at 

differel!_t i>Íf_: '.Figure _4 'sho~~~t.heJp~ 'ci~~~t1~~~p~ -~·f •.••the 

ettect ot ·the coml?oi.ina la oh t,a:~ai.eiectron;•fi.aw: ~'1'11ese 

data indica\e th~t ;t~~ ~-6~u~ai-i(l ~ ~Ülliu~~ied• \~~sal 
electron ··transport -;_;niy"~-~t dikaline>pH •(7 .'75/ ·a. 6· .and 

~ , ". 
The concentrations ti 4 :.phenylcoumarin.S: 

. ~ :~),.;, - ;.-.._ - . ·- . .oc-:- - '"''-->;:-():-- .~ ~~------;:·2_;·_- ~-~-::.~:---

that activa fe :both:basá1 an'a/f>hosí?harYiáüngkeiectron 

flow are notthe'same' as thc:Ís~· ~~qriiréd far' i;;;hibition 

of protón up-(:ake~.:::and~ ATP;- ~~zi~~~~·¡~; 't11€;r~f;;~ · 4-
phenylc~u:~i~X~ ··~~{ ¿~':'a; n~nt~j_i~~~-ibaJ. ; u~c~h'~i~ii' of 

photosyntheÚó ~~6sp~bl:y1~i{~ri: .'. i> .· 

Synthetfo phl:ri~i~. ~n~'--.~'~f.U,r~l{4 ~ hydJ:°~xycoumarins 
ha ve been demons~r~t~~ ~~ ac~ :~-s u~ciouple1"~s [ ls, .16] . 

It has been proposed that the uncoupling effect .of 
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phenol SF6847 (2,6-di-t-butyl-4-(2,2-

dicyanovinyl)phenol) is .attributable to its 

protonophoric action on chlor.oplast membranes: [ 17] . The 

same type cif mechanism '.l1as al so:' l:ieéri :Sllggest:ea for · 

dicoumar~1 ·~bis'~yd~oxyJ6~in~~{~¡· é1,'.<1~{: Jdt~bÍy: the 

protonophor~c. a~ii6r¡; ói, ~·~~ 8 4 7 r~1ies ,6ri the ;:presencé 

of the hy~~()x/i~ pheíi~1Í~ • ·~i~U,i::,: '\thi'~~·:.· ¡~a.ia~e •.· · the 

interconv~rsion (;f/t:h~ co~pÓ~und h,etwe~n~t:~~.·~nfon.ic' and 

neutral. f()r¡;~ éliit.ii~ ?~()i~~lll~ ,; [ 191 :: rh :t:h-~ ~Í=i~é '()i .the 

4 -phenylcourri~~i~~ :~x::~i'h~~ {r¡/t:il~, ~~~~é~t'.;(stiudy the 

free nyd~;;x#i·:~~b~Ps' h:a ·:~ª· m~rk~d: .Úfl~~~¿~· for : the 

uncoupÜ~g/ g~i;ci-r_ . ;~.; p:'.i.tlc:~~r < t~~ i f:~~ hydroxyl 

groups ab, positiÓn~ :c-'3 < and' é~4' o~[co~p8u~d ~2~ were 

essential fof~tK~"u~~ollp1 ing a.cti ~h.y: ~1~,º~~ffi~hyic1 tion 

(compound 2b) :or acé'tyiatiori •(coinpoul1d. ~~) lead . to 

de~hativ~s :' Aisc/ glyc~sil~~iC::Íb .···• of 
hydroxyl giiJ; ¡t: 'fio~f~ion ctiiniriish~d ( 6~riip6Gr!~ 3) 

or aboli~~~·a':;(compound'· 1) the'/~l1~C:iü~'1i·~i action of 

these 4-phenylcou~arins·. si~~e ~h~hlghest':únco~pling 

inactive the 

activity ··~~F··~~~~g~~d .·~¿lJ~~,~~~s~~f~~d,a,j:,_;;~_2a.o;~ ·we·--

suggest that t.1~' actl~~:spe6'i~s of coUma;i~~;·l~ '.'ana 
- ,. -- .. ,, . . .. ' . ; . . . . . ·:,'~;:~· . ··'· .·. '. ·.:-~:;.. '· . - . ' ·,. - -

2a 

are the correspondlng~phenolat~S'f(a:I1i~nic ·f~rm:> 
.··;. 

It ·has;béen<postulated thatcollma'rins.may act as 

allelochemical~~ent.k~~].~ying ~.rol~'~in.ih~·iht;~raÚion 
between dHf~reiit ~iant .species ~r- Í.n the ~echanism ·. of 

defense against plant pathogens or predators (3, 4, 6, 
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8, 9]. The biochemical basis of this action, with few 

exceptions, is not well known. The sensiti.vity of 

photosynthetic energy conservation machinery to 4-

phenylcoumarins r~ported ·in,tl1i~·work ~aj·~~ i~1ated .to 

its stiil ~nk~own'bioto~ic~l;~i~· in the plants which 
'. -. J • • ',:· ' • •• • : <'. • ·- ~ :.· • ' 

biosyrithesized these C::ompounds. 
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EXPERIMENTAL 

Tested material. Compound l was obtained from.Hintonia 

latiflora as described previously (Sesse ex 'Mo~i.i'l.o ~x 

DC.) Bullock [ 20]. Natural coumarins 2, 3~ ande 4: ~~re 
isolated from Exostema caribaeum . (Jac~/:) WR~e~. et 

schult. [ 21, 22 ]. Deri vat¡ves •ía/ ~/ ÍbW~~~a ·.~e: were 

prepared. from • ~ai:uf.al.i Productl> l :~K~\ ~:> ~S~·CJ!ding.' to 

prev1ous~y~~a~~~s~I_~~~ . .,~~~&~~§r.e~\[~o.;'~ ~}~-~.2~'],{\, · 
Chloroplasts·ú:oláti•on·····an~:·chlo~op~yll determination. 

Chlorop1cis:ts'.~~-~e'··;~t~1dla1'i~f2~m:~i~~i~~!{J~~~}:aves 
( Spinacea oltiiraceaAL/.) :''él sea eser ibéa previouily: [ 2 3 ; .• 2 4] 

' :_: _ ", ~ •:O _, ~:--. : •• '; ~ 

and sus pena. ed ' unl.'es~ ina1C:ated' fo'.'4oo •fur.í st;C:~ose; 5 
. . ··- • ,_. ¡" 

mM MgC12 ,. 2o~m~ I<C::fr~#'.~~~Üf°f~~~a:\;/.it'b.~o.03 M.Na+-t~icine 
at pH 8. O. · Th~ 6hi6f()phyiiO~<:lh~i~~~~j:i(,zi'.w~~,i~e~~ured 

º'>.\ '' ••• 

spectropho~ometr:iC'~i'1Y;~;;(25 J :~:'.· !_-.:-::_ .-·" .. ~--. 

Heasurement bf, _;~C)~o~ '.u~~ak~. 'AT~ ~,syp~~;~~fS: and 
electron trand~dri': ~-i-~f·~~ -~~f~k~· ~~~s .nieasuféa :as''~ ~H · 
rise between x:() . to .. ~~.i'. ' [ 26] us·i~~ -~- ~;~~i:riation' 
microelectrod~·· ~~~J!e;~t~·a :t6. a• ~o~~Ü~9_:;ipb't~~t:i~~eter 

\ 1 ., • ' -- - --~.~.;-¡-- ~....,--_ 

w1 th expa111:1~a;4~;áie-:'c: .rlii{~pfi'- clial'i9-~-;-.,:t~~:1" ~.recóraea 
rec¿~cl~~). ~he>rea~tÍorl ii;ea.iu~ •:0\olás ~<ioo mM 

·m~.f--~~F~~, -· í\~M_··~a+,:.fricine•pH 
(Gilson 

sorbitol, 

8. o. ATP synth~~I;s' w~s measu~~éf a~ in' ~~ot6n: upÚke . 

condi tions' in fh~'(p~~~e~:~e '()r i ~~ .ADP aná' 3 mt.i KH2P04 

[24]. M~~hyl-~iolo~~~·.(0'.05 ~M) was .aaaéa as electron 

acceptor for.~111 re~c~{()~. 
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Photosynthetic non:-cyclic electron transport 
. . ·-

a c ti vi t y from water to methylviologem was determined 

with an oxygraphS300. The.reiaction.médiumw.as the same 
";__:~ .' '"-- -" __ ., >- ·, -:<,·. - .• ~ . .,_ 

as in tl1E!/proton:.úpt~ke. a~:{á/' exC:EO!l?tYthat t!le t:i-icine 
'.' - ''-" ·•·. .·.,, '. 

concent~atiÓri;tw~k :15'\rnM ana ... pr~~·eri'ce.-or ·~b~enc~ 6 mM 
--.. ;_,~: __ .:_-'·.- _ ·.:i_·~ .- , > -...... _'-~ .,r 

NH4c1 [ 231 . • .i\1i i~act.féín'· inixttlr~s·'w~~e, iüt.;'~iriated ~i th 
O•' • " ••, , •« ;, • -· - • '' " • •' '~; :,·., ' ,., . ;\-'' '·'<' .. C ~ .;• :•· •- , •• • ',•~, ''» " 

actinic light o(·•a'p~oject()r··1a~pÚ(~AF··2660 ····.·.l?.assed 

through a 5 cm fiÚ:er ;of ª· l % cuS:ci~.'~§lu~.iori: 

ATPase isoi~ti.~~·. :~~:J ~~s.:ly .. ATPase a~Üvity and 

released inorgariic Í>.i.were C:arried c:lüt<as 2:-eportEia [ 27, 

28]. 
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LEGENDS 

Figure 1. Inhibitory effect of the 4-phenylcoumarins on 
,. - - . ,, 

photophosphorylation from w~ter .to ~ethylvlologen in 

chloroplast :thylakoids fs61at~d from · spina<:ih léaves. 
·' . __ .. ,.,.---. ,, - , ... ····,«· -·: "._;- - ''' 1 '· -

Photophosphofylation {;aX mea'tJu~eci; in the' pr~~:~nce' of 1 

mM ADP ánd . ~ ~~~ ·~2H~d. . '.f~~~·.~:li,;~t~'e :~;g~~·i~ed .. · 2,0 µg 

chloróphyll per ~mi"'· }gC th~" ;e~dii6n:: ~~diúm: . Óther 
-· ~ '>"· ,1 .·-, ·->:_:', A·:. '. :<,.:., ?. 

condition a's d~s~ril:ieafi.iF E~per.i'ij¡entál :secÚbn; Control 

value rate ··.wa~ '3:76''; 5·7 µ;¡i()i'~T-~'. ~-~-··~g;, ~H1;!i. i·~· (o j; 2a 
.< • :;/:~ ~~>··_,\ 

<•>; 3. e~>; ;i~c~>:-.2~ "(v>/é.2cH'''J; 4 ·c.g>~: 
-~º'.\ . , . . - - -
·º~-~~--- -,, ~-~:~: -·~- .. ·~~,e --~·· ·:::~ '- :-~~- ·::'~-~--- --- - -·--, 

Figure 2. · .... J?rotoll ~p~ilfe '.' ás a funcÚon .of cournarins 

concenfr~'t:i;l1:.:¿~;n~6Q~~: 'la)( o;,• 2a;,·CÓ):ian<i~j ~( ~) . In 

each cae ~-· cuV:~tteic~l1tain~d i~<~;.: ~~1br6~~';11 ~~~· ml 

in the reacúoriémedliim. ~t~er con~'ition as described in 

Experiment~l ~e~tion. Control valuerate wa-s 50. O_ µeqe· 

· h- 1 • mg Chl-1 •.. · 

. " 

Figure 3. ·. Non-cyclic electron .· transport (basal,:.·and 

phosphorylati_~g) from .water .. to•· idefhylvi6:Locgen ;;_s a. 

function of the·s, 7,3' 41 ~.tetrahydro~y-4.~phenylc¿umarin 
Photopho~~horyl~t~·~J éiectrC>n ·· .·¿~;~gS~tf ·was 

rneasured in preserice of i' mM. ADP ~~d 3 ;ll\M' k:;H~04 • Each 
-'. '.'.- '':·:.: .. ,' 

(la). 

cuvette contain~d 20 .· IJ.g·.dh18::t:ophyÚ per Í!'lf in ',the 
:· '·'<< ...... <'.-_ . ;._ ... ·y~:~ 

rea et ion medi um. Other coridÚ:ions . weré its deüicrib~cl i 

experimental section. cC>ntrol·· valués r~t~s ;i~r b~sa 
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and phosphorylati11:g electron t:i:-ansport were 300 and 

600, respectively in~µeqe-·h' 1 ·Íng Chi-1 • Basal (O) and 

phosphorylaÚng (•)·electron tral1sport. 

·. --, - '· 
.: :/:~ 

of basal elect~bn tr~nsport Figure· 4. 

flow in t~~~·P~~~~n'~e\~:fi,2Óo>µM'bf ... ·s,7,3';4.'

tetrahydrc:ixy ~4 .:ph~nyl~~~~~.iin: .· .. ( • /'.' , > Eacll . cuvette 

6.5) orHEPES.(pH;7.0c7.'75),'or Tricine (!?H 8.o::.a;S) in .. . . .: ... 

the reáction ine~ium. Oth•er candi tion as~ descibed in 

experimental s·~cÚ~n. 



Table l. Activity of the effects of 4-phenylcoumarins 

on electron flow in isolated chlorop,lasts compared to 

control (100% 

ELECTRON· 
FLOW CONC. 

~o~po~NDS' 
.·•ih; <.·.:2~ ·······2b:.··· (%) (µM) < 

" <''. ·, 'i\~ 
2c 3. 

BASAL 

PHOSPHO
RYLATING 

o 
25:' 

l~g .. · 
200 
300 

.o ::··;16·~ }.~oo· :'ioo\~ ;io~ ~'.'.·.=~.·11,~0606~.·~.· ·~11 2~··00 25 ·100 :roo.~~ .133, "IDO''. 
· 50 · ···.· .. :100<· , 140 ·.• 141 • ~100'.. ; loo> 120 

100 . . 117 . 14 7 .. ' 150 100. 100. 120 
200. 117>,··167'. 158. 100 '100 '100 
.300' 117 .16f 167 100 100 100 
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5. DISCUSION Y CONCLUSIONES 

Diversos estudios han . demostrado que .los compuestos 
.- . . . . . 

alelopáticos pueden riianHes~ar su ~f~cto· -;,obre la planta recepto~a. 
de modo distinto, • .· por:· ·~j ~lll~ro{ ;_afect:~~d¡; la< germina~ión, él 

crecimiento ,de J.~ ~~díé~1á, >~él t~ho'.'ói·'de. 1 1~ J1al1~·~ ént~:í:-'.:t Oc Estos. 

efectos están ·~c6!np·á.kXa6i'.::· r;~r·: ·• a1t:eraci0~es·;~ ·éri·· las . procesos 

celulares. El .. est.~~i¿; ª,~·; ·~s.to~i ;r~?15.6é i•s~~:. lla ·. r~aui~do · con 

di versos enfoques i .•incll.Íyendoei é'éxameniae"e~tractos' '·t:anto· .. ·'aciü6sos 
.. ~ ;_',\";·,·; .,'; ., .. ,_ ·•., .. ¡.·'·, .,-'.·.,' ···::~,;;· >·•-•';~,.,:,'1,-::'_:.•,·;':,\;"¡,,,•· :.,'1'< r-. ,''.' ·•,, 

como orgánicÓs de;c.;ciive'.i:-i~i,~·~~t~'s?de~i~~}pÚrit~s<·s'bbre J:ci·s .. ·prc;~~sos 

:~:1::~::h==~~fifut~~~1~~~t~tí:*?~1~1~J¿~l:t:1~~:f::: 
:0::::c~:n N~~~~!!~l~~~~~1~~1~~~l!~~~it:t~~~i'~~~ti!~I~~~ 
Paralelamente' sé'pueden;'.~islar ;y: cahcté"rizar' lo.S 'pri.ri6ios ;aét.i. VOS 

y examinar su.· · efecio i inai victüa1:: · :~~~~~ ·~~~c¡·~ries ·i ·~:e~etáles 
específicas (Peredá~Mirand~~·y;c~~s.'.l• 19,93) ~·~~·t'aies~~~tegia ~e~~j_1:e 

:• ;,., '• -· ,- ' - , •, ~.; ~· ; ·- ": • -¡"- • • <r ~·.: ¡ 

posteriormente ·;fil¿ctif,~~Cl.r~. ~~~~M,i?a~~ritf:!· +1i~.·~s·~~~·~i~~~;;;-: ;on·· ·1a 

finalidad de reali~ar estíidlOs'.de;esf:.r'uct'üra-acüvic:laci'.;·•· .. ·.· 

El efectci dE;? J.'o~ cb~~J~~t()~~J]_~J:8~átf~~~!;~~~~;-~~l,c'f.~~i~ierito,. ~ 
desarrollo, r~pria~iié'C{6ri'T\§.Fs~~~'d·:;a~ :~ot'ro~ i(orgái1iI;ní6s ' :~stá 
determinado pcir una'" gran 'ai v~iki·~;~. i;cie • .. me~~riis~o:· 1k~· acCión' 

incluyendo la inhiblb~ón de'·la sfritesis ,·~e, ~~o~~_ih'~'~; ',~~'.1.a 'j.:T~asa 
de membrana plas~R.i.~~ (cCl.i~r<i. kcói~>.1 ;f~~~>S a~'. úi'.;~~·;.i~~61ón 
(Uribe y cols. '~> i9~~ ;' ¿:~J~ .,Y. ;cois; ' l9~·s:;, •, ó ~ ~{~g por · las 

modificaciones .eri la p~i:-m~:abEJ.d~d ::i6hic~ 'de i'a membraria celular 
.···. '.• -. :" 

(Uribe y cols., 1985; .wacker y c~ls., 1990), así· como por las 
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alteraciones a nivel de fotosíntesis (Andreo y.cols., 1984; Lotina

Hennsen y cols., 199,l, 1992; Mersie. y Sihgh, 1993; Albertin y 

cols. I 1994 i Bernal-Morales• y cols. I 1~94), entre otras (Einh~llig I 

1986, 1995). 
. -'., ,:·;:7, '." ~ 

El estuai.O J{¡:tc:lquíllli~() . conyenci.o~.;;1 La~·· 1ás '.especies Exostema 
caribaeum e ·1i'rii~hia 0:/a~in6í:-~~ei~ih~{'ei~i~.1aiili~rifo?!~~ia{V"~rsas 

,,_;:.::.:. . ·, ;"·: ··. ,,,,:- ·.,. ('. \"".· ::'. _:., - :·:·,: . . ··:/ 

4-fenilcumariha:S> (Mata\~'féoiS~; 19B'i', ·ig~a, 3:9!:l,O); ·de ias' '..cuaies 

únicamente dos ·.~~es~~f¡~ón · ~;;a 'acc¡Ó~·. in"iiibitc:,;iá····. ~~~1~( el 

crecimiento de ·~an~~;~a·~;;~bic~~s : ('Rojas\ y' do¡:~.\ 19~~ >< · :J?~f 6tr~ 
:,· ,. . '•. . ..· ·,> .• ·- ¡' __ ,., .. 

parte, un es1::~d\t~) tú6qJíl1Íico :bi~d~i:-.~F~c:l _d~~ R~ti~lda : mexicana. 

permitió el; .FsPimi .. ~ifa} ·eje'~~·: la , . l:ci:()ri~' -~~~q.ui~~i~é¿ica 
isoa11oalant~i.~cid~'a'.r(sáfi:ch~z ·y'sc:ltof 19'94j~>Ai .r-'~~~~¿td, 'yc:I.· se 

había reportada en<1a1iteratur·a.: "iai.'élccióz;:.'¡n~it,Ú'~ria; ·ae· ~Xgunas 
cumarinas y , la~t~;;as,· ·~e,:qú{~~~pé~i~~Y ·s6bi~: \Ú ·acitfvici~a 
fotosintética: d~.div~rs'1s··· e~~e~ies ~ei··piu~#a;·~/T,~~~hir' y .·~inh~llig, 
1985; Morelancl:. yNoJit~k;; i 19,07•¡ '.Lót_'ina ~,Hennsen. y. cois .. ; 1992; 

;.»: •. ... 
Bernal -Morales y cols :, á 994) ; ,'J?ci]:: est;.FJ:.'azófii ,_tiú~ 'p~es~nte .•.estudio 

se realizó con. eF fin,; d~ Únvestigar' él posible 'e'te'cto '(j~ ú's 4-

fenilcumarinas . y: de l~; ·{;s~~1i~~lanf~i~c't()ria . sobre el proceso 
. .., ~ 

fotosintético en c16roplásj:o'.s áislados de Spinac:~a olerac,ea L., y 
' :_.'......o-~ -
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I.- Efecto de las lactonas sesquiterpénicas y de las 4-

fenilcumarinas sobre la fot~fosfori,la.;i.6n en cloroplastos. 

A. Lactonas sesquiterpénicas . ... :,, ' : .,_ 

Los resultados obten.idos 'en : el , pre;se~te trabajo demuestran 
i' ' •.. · . ;." 

claramente que la isoáiioa:L'~~'toi.actona 'ii1!1il:Je la,·sín't'esis de ATP en 

cloroplastos aislad¿s\·d¿.S;ihacea o;e;ic~a,.~. ·, (Trabijo .1, Fig .. 2) . 

Es importante me'nciorÍar}qie)la• isoa11J:lantoláCfona muestra una', 

potencia may6r ( IC5 ~"'° ;!()() }Ll, qu~ la ~.:ep6;ia~a; para .i~ iai'tizanfoa 

e ( IC
50

= 4. 6 mM/ LoÚna·-~e~h:~·~~~Y _;,c~I~i.)'. '{~92i Y {~: iJ~}j_~;a ( IC50= 

6. 8 mM; Bernal7~o~al;~~ Íicb¡~\ ;>ü9f).• 
0

; , 'e" ' 

Los resul t~;~~ ·:aE!~~est~~0fo ::t:~ctu~~-'~~~iviªªi.~ c"ffi?f~~~~()~·. en 

el Trabajo . 1,< ·· Fig. '.;2) ind~cari';. ;'~U:e :t~l , cib'Sfo; .enlace de '~la 
', .. ,. 

isoa11oalantola~tónélt, e;n' ~.;3%~.4 \'•e{ ·~~f¿rta,~.~~ ;·i>~la<~u __ e!fecto 

inhibitorio s()ti:r.;,·í'~ ·síritesi~.~dE! :~TP ', (69%);.yél ~,9úe r~í'/aeri.vado 

epóxido de la l~~~on~ ~~¡f;rl ·Jri, et~d~(): i.~~ib'ft~~{b ~d~h~ menor 

: ::: : · .::r:·r»:~:~tf tf ;Etttt~~:~;:~[g~*l~f º;:á·f~~~~I~~f ht~i~~~:::: · 
' .~. ·' . ! i ; ~'~ .- '• co· •• '· • - .,;:. ,;-~·;:: > , : ·"-.r;·:C'. ,•' ··• 

el grupo a.-meúi~ri6-'l'~i;;..~·t()f1a) p'~eci~' ser,'' cons'iéierado \'de' menor 

importancia para ;la i~~ihi:~{c)j, d~ •la·· {Íiit·~~'.i~ ~·:·.;~·~~): fo ~tial 
contrasta con• i6 d~~6J:ito'~r{o~i~~ ~C~j_'JiJ~&e~',ki.~ió~~da'~ ;(~r! donde 

la mayoría de l.ºs ·~efeZt~~ :'ª~0'1~~t1ri6f;;;;~~·:_-~¡~~~i~~i;pé~rc~~ ~~·fán 
asociados con ~i'. grupo· •funcioriai< ri~metiie'fléi-y~laé::tona ·;(~i's'c·h~r ;. · 
1991; Macías ; ~~is'.', 19~Jf. <E~fe/ ~i~,;¿•··for~~:~~1él.¿~~:,:c6v'a1entes · 
con los de ~lgtiri~~ ·enzimas CFisci'her,·; :Í.99l: .~Éili y 

Sadrzadeh, 1994) f 

acción para este grupo d~ compuestos:· 
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B. cumarinas. 

En el presente trabajo se observó que de las ocho 4-

fenilcumarinas estudiadas, ónicamentelos compuestos 1a, ~ •. 2a y 3 

inhibieron la fotofosforilaci6n en , clóroplastos ~Ísla~os (IC50= 

102.9, 80, 114.2 y '391.'4 µM; respecÜvaÍnenteÍ,, ;(Úab~j(J 2, ,Fig. 2; 

Trabajo 3, Fig: 1). :E~to~ ~ei~i.~il·~os:;~~ Simiiares a,los desciitos 

para la cum~rl~á' kinipi~ :\i:nibE!life;6na,i: &\i:~~ tarr;b¡~n? i'~hibi'ó ··la 
/ :~ .. ,·: .·:- ·.·¡!.. : '" 

fotofosforilación en c16r~pia~:fo~ ,)'ct~ • E!spib~c~,-· aÍi:ngu~ • coh' una 

potencia menor ( IC5•0~ ·l :a;t~~), [éh~te'i~~~·::;~ ~~yitz~y ~·· :19B?> . 

ne los datoscnic:lstractosc.éri ~iTrabajoh '(F'ig:ci) ;/fE;sulta •claro 
·.·.-. <..'.: ',;\_:!', · ·_;-, /c'c,., ,;, ''·"-· :' --,-

que existen cieftos ;~reqüerilllIE:!nto~'.· E!strUctúra:1E!5 para: qúé se -u·eve 

a cabo la 'inhlbidón'i-ci~ ; ia: ;:fot~foSf~iúaci'6n ·: po~ .. las 
-, ";-"';.- .-.·· ~ .... -;~,º~~"' -' 

4-

fenilcumarinas. La.·pf(:;5~~~:i~ ~~Ú e:)¡.¡~ .• i':i.breee!ri<úa; ~~-si~,ió~ c-s 

(compuestos í'él .Y'.{:2K> 'd}~~; ·~ri r~i~duo/6 :n.:gaia~~g~il:añosil ( 2) 

parece ser importah~e pá~~· ~? ªºt:t?~ •inh:ibitori~ solne ;]_~j s'.ínte~is 
de ATP. La pres~~cia )del gr~pc{;_6-1:FglucÓplra'nO'sú en' C.~5 reduce 

-;-;-

considerablemente laacti\,::i.a~Ci) ig'J,i;im~nt~, ·~1·~~stitu:i.rse ·los OH-

en las posiciones c.~3' y·c:4f por un metilo o uri acetilo origina 

una disminuci~n en la actividad. 
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II. - Caracterización del tipo de efecto producido en la fase 

luminosa de la fotosíntesis p~r las lactonas sesquiterpénicas y las 

4-fenilcumarinas. 

A. Lactonas ses qui terp.éni.c~s •· 
La isoalloal~nf~l~cto~~ 'inhibió todas las actividades medidas: 

síntesis de .ATPí bt~ba ;~~. ~r } ~ra~sporte de electrones 
'>·_'. .,..--

(basal, 

la reacción ·•·áe; liü'i io .: inhibidor :del ·:f~i;n~po~t~ ·de. <:!1e6t~ones 
(Trabajo 1, ~i~gs .. 2 ;· .. 3, ;y};4:,\ ··• ~~~má~<··. sf=''.d~tei:mints i~·. ;fravés de 

reacciones parci~~~s, .. '.qu~i~ i's~·:i1i~ián~óÍ'~cfCih~tii~itie\í.a:¿adena 
redox a ni vel:édel'. fot<:is~.~t~m,á i\~·· ;rit.;e PJ~~·r·; _Ó¡c:; E~~~ ;·~e.s.~Í~ado 
contrasta con 'el nivel.de acCió~· d~otras·.ráctonas :'ses'qlli terpénicas 

como el· caca'ioi · 5.!'~~i~~a.~~~~J~e.11. ·;¡ ~;15.·., .. i'.~9;Lj / :¡:.~ z~~:Jz.~nina .·e 

( Lotina-Hennsen y· ... c:::ols. / .. "í9~2•; ·~a ~i~.;¡ii~~' '(B~;~~~~~orales y 
""""" 

cols. ' 1994) que. también actúan. como .. i~hi.~ic'lorei'ci~ii;t:;;:a¿;5pcirte de 
.. ,·, 

electrones en la fot~~·í¿t~~j_~ ¡ ; pero a ; niv~{¡;'c.i~< i'~ ~iú.?a~~:bión de 

oxígeno. Por 'o~~~ parte'~ ~~i6sScompi.ie'st~~-~ como ~·].; ,C¿~J' ;(~O ·~) 
;:'.- ,;.. -;:_\;··:·.·:: <':• .,,,_~_., ---~: - ':, "';:·· 

( Izawa, 1980); el •dÍ.nos~b ,,herbicida.,fencSlj,¿c:), ;(~'.;>IJ.l-1) (Re11ger, ··. 

1979; Giardi y co{~ ./' I~~a)/1~{g~~b;~ ~~~¡~~á~J a~I Kcia:«~~l.;i (~ad µr-1, 
'.,,- .. · ... ,_. 

(Lotina-Hennseii"y·,~e:ors;,t199Í)''~?~~e'ta.ies-"•c;c;m-8'·~~itcu (r:i:) (2ó'J.l,M) 

(Yruela y cols., 1991) i~~iben>1~· ¿aden~ ~6tos¡ntética al mismo 

nivel que la isoalloalanfola~tona. 
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B. Cumarinas. 

En las 4-fenilcumarinas examinadas en este estudio se 

determinaron dos formas de.acción: la 5-0-6-D-galactopiranosil-7-

metoxi, 3', 4' -dihidroxi-4~fe~Úc~ma~ina'(;,'·s~ ~a~a~t~rizó c6~o un 
, < ·,:~-

inhibidor de •la fr~nsf~rencia cie·~~er.gí.:i'.-_.5.·._'.rr~ba:j6' ~)\mientias ... que 
·•,!..·,;:.-, -· ' .. -

5, 7, 3', 4 '.-'tefral1iciroxi.::4::feni'1~~ffi,a;}-~~> c'l.~>,'.'- ·~Ú-ª '.c:;7:~}1)étoxL la 

· -:o-::·~·-'._ .. y_.· ".·; ..•. -.;. ~-.·:.?>~"·· .. ~.~-'- ··:_'-::._;<· ~;.:.~·.,~"'- ~;:-_:->i2 __ >"'- ... ,,-:o, 

7-metoxi-3' '4' _;diÍ1idróxi~4'..fonÜcU:ni"arina (3f;secara~terizar6n como 

desacoplantei (;Ti-~~~j(idf:'.;_> '';; :Hi '·• ;.: :·'.f}' ,.·"> '·y . 
La acti~icla.~ des~c6~ia~t~IJJ~J~ esft~·a~{~l~ill~~t· ~ore1:0H

libre en C-5,· iisí··.coiiJÓ.~po:r~J:~~-:~~·;·~i·'~~'.JYt·g~'r<J·r~·~~-=-:~~j/ yC;4'. 

Estos últimos' así co~oi<3. presE?ricii~~~~-~h-~iªá.J.~~·ta~~~.i&.c:> glucosa· 
. ..,._ '.;¿.::._,,_.,::.~; º:~,,.~--~:._:.:.¿ ,,,..,_•, .. o:~ - i:C, ~·,. 

en e- 5' qui~ás {s';niios ~ rec:_pii..Si.tos. estructuráles. pa~~- q~e . una 4 - . 

fenilcumarina · :~ co~p.orte;\c·o;o ;-, Ji, -Í~,h~;~id8;\ ~f~c~i~cJ de la 

transferencia·d~ ene~.g~a.~'. .• ,• 7~.:/' :>.. .. 
La 5-o-·6 ·~o.:ga1aófo12 ir~nosJi.~7_'liTi~thai'i'~3\,4 '·~d:Í.hiaioxi~ 4-

feni1cumariha' (;2 )•· .. •en éi()ropia,~to's 't?af~dos··. caJ·:ÉDT~/:restaliró ia 

captura de W en. ~();~~ /d~p~~di~~t~ de ~~- bo~c~~t~~cfón, este 

comportamiento·. es .. sirriii~/ ~i.'reipcirtaao.-.p~i~ e~ bc~o ·c~dca~ty •Y 

Racker, 196.7 f:c:i"'~Í 'trifenilest~ñ~~c(~oJI~,~-1g:7~)~r ~u!'.~~~lÍ:;~-;omo 
bloqueadores . de CFo: Sin·' embargo, .1.a .: é:um<:% iriá k~:~t.ó m~deradamerite 
la Mg 2+-ATPasa (15% a jS~3bO µ~/~·'.·E:ste:';ei~6~o''peque~~~~ sido 

reportado para lá ~~bel.ifero~a (Moreiana y. Nov1~zky ,.jf9 B 7) ; ia cual 
-.s/,' ·~·-·,~~:.-/,.:. -·'i>''·/:, -,.:·.~··:·::· ---_.\·,~·';-' - :·_ .. ·::.·> :::~:-·;:·_;·;- «-, ·,> .< 

es considerada P,oi, los. autores.como un, i_nhÍ.bidorno 6'J.ásico, de la 

transferencia a~ ~~e:t'gía: ~ste co~port~~iento [)6c:lií~ ~~.:L.• po:St~lado 
para la 4-feni16uma~i~~j p~ro ~In poderde~er~i~ar aún ei sitio 
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exacto de acción de este compuesto. 

Por otra parte, las 4-fenilcumarinas S, 7, 3', 4' -tetrahidroxi-4-

fenilcumarina (la) ... y .7-niet,oxi:, S,3'4'·-trihidroxi-4-fenilcumarina 

(2a), estimuÜlz:cml~ Mg·+~-AT~a~a·e~ ~n 20-30% (300 µM), dem6stra'l1cio 

su capacidad de actuar ·coiíio'desacoplal1tes;, 
), .: 

consideran.á6 ·•· ia ~Citurúeza'fen61ica de Úas '.4 ,:feriiléuni;;irinas, 
.··.·,-·>:. •. ,-·;1,- '''-\·. !, .. ¡: \· ·;.·~ c.· 

.·'··''':<:- -«-·'.: .·' <; , 

como hidroxic'U°marinas 'nci turale~ :'.ii_cf i:ía'n:~conib desacoplClntes'.' (Ter a da, 

1901, 1990). ~EF ~c)~pú~stb i~nó1f6;)~~F¿·0~7· c3;'s~~i,~tei~b'~t.1i."4-
hidroxibenci1ia~n ~ín'~1cin.it;iio{: ·~~ '.con~Í.ae:r'~cto ca'm6jJd .áciic1b CÍébíl 

con actividad , de ~:'~~~~iÚ~_ro .: e~··, ÚOrop~a~~()s i~ ~~ta \a6t{~~'áB:ci'.1ia 
sido sugeri~: hmb:i.él1 •, para •.• el ;; c:l:ic~~~r';l · . (bihfdrdilc~riía'.":r-iria) 
e Jagendorf y ,·.Ne~millh, ' l96~j·.·>'El ·~f;¡;ct() c;l7esacopl_~l1~~·~fül ~o:~~e5~() 
fenól.ico SF68~7 iZ:I': átribu~l:taig:i'.-~I:io•i'iiál:'()xilo,,'.aébfaci·a:\1tie··1a 
metilación de .· ~~t.e'.:g~d~~, ,no; 'tuvo ... n'Ínguna< ab~ió~ . des¡;¡c,oplCinte 

(Terada, 1900 > . '•EiL~t~ci6fa~s~~c)p1arit'eiia~ '·:Icí~ ~ómp6!i.sfoi;Ta.;. 2a 

probablemente;~ed.~~~:a;,,y·n~i~e~~~~.s;~6/~'iin'ii~~'¡;¡ld~?P~'.e.~'f~'para'. e1·· 

compuesto SF6 8 4 7:·Y;;~1 a'i6~:rii3.iai; ~lri;'i;;inba'f~id>:;~ l~s;;4 ~f ~riúát~ar in as 
'''"'.'~~·;~'.:·;,.~~·,· .:1¡_ -~:·-·.-· \\',:¡·. . ._·¡ .. · 

:::::::::m::::;;;s:sH,~:~~.:;:;~::;Ji:;~tt~~~f1!{7fjfu~~~'.~;~ºDZI1::y::. 
--- ; ..• _, . ··~ ~·-·~--~~ 0.7-'.~-,7"'¡ __ :_ ---.;-- =·;._:;-,c~';:_:_;.{,~~~~~~~';-'º·--'-..';o-~------'""--~-::--~°'~-o=.-/"~:'..:~-:------_·"'.'-' __ , -. 

los coeficientes 'ae! part~'ci.ó~· ·a:e/2~os~:y' 2:09 .~ár'a ·ia .. yúi't 
'''.-;;··:,' 

respecti vamenfe ;·< .. d~mlle~tr~ qti~ ~éfiat'a;a·~ b'~;;\pÜ~st~'.;; con .uri. grado 

significativo de 'hidrci:f(;bic'iaaa;<··lb cual pbd~¡~·:: ~~~~~t¡;. la 

interacción de .kst~·s ·.~ompu~~~6s. co~ ~·a in~~b'ii3.'na' tÚi3.c6i~fr, dónde 
.. :··. ;:~--.= ,_.; ' 

podrían actuar como ... ionóforos: 'Cabe mencionar . que . existe una 

cumarina, la novOb:iocin~, ~·~~· forma ~anales iónicos en ~membranas 
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lipídicas artificiales, con una selectividad similar a la 

gramicidina (Feigin, 1995). 

Es importai::rt.e considerár que· los diferentes. patrones de 

inhibición de estos~e~aco~~·antes están probablemente reÜcionados 

con las difere~cias en los mecanismos ·de· acción de. estOs 

compuestos. 

III. - Importancia de los aleloquími¡::os ·pomo 'pós.Í.bles fuentes· de 

herbicidas naturales; 

Los metabol:ltos 'secundai-.Í.Ós p.rodud~d~s. espe~iálÍnen;t:e por 

plantas para modular positiva o negativamente éi<cr~cim.Í.ento, 

metabolismo y des¿;ro1i.o: de at.:r~s é~ri~·asf .c6~.sii.~uy~~ ·~·~~· gran 

fuente de recursos.·. ~~t~i~i~~ 'J~{ ;~~b~ ' eipl~~ars~~ ~x~~íis:a • y 

profundamente;,.c;:()n,side;z:-,andolc¡. iiC>'~ibiiidad .ae su' utÚ:i.za~.Í.óri ~~ la 

agricu1 tura cOmo . lierbi~.iaa's riatu:ra:1es':. Además;· .ia :re¿iizaci'c5n de 
·'· ' -· • - ' .· ·- "•• .• - <·--· - .. -. -- ' ., ___ ·"' - ., . 

estudios sobre.'. ~'strllc~~~a ~~a~fi\7i<lic1 ~6'n . a'.í€lioquírrif<::o~~ ~;bb~e . el 

fotosintét:i.co /puede ':or.Í.g.Í.naÍ:. nuevos'\,ccirripties~()S · óon: una proceso 
.: __ 1:'·. 

mayor actividad yuh ;granpot~rl'clal;'herbi~·iaá'.:. 

Asímismo; )a+i'nvesti~aci~~",:iC5ore''1'osYmecanfsinós de·• ~cci.ón cie 

los aleloguímiÓ~s.co~llev~rÍ~.k ~~ .ui:i1iz~á6n ·como h~rra;ni~lltas 
que permitirían·.· un mayor' ~~t~ndi~ientb a~ lc;;s divers()~Pr~c~sos 

. ·.· · .. __ : . 

metabólicos en los sistemas biológicos: 
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6. PERSPECTIVAS 

Determinar el sitio de interacción del compuesto 5-0-6-D-. ::; .. :·· . '. - . . ' .. 

gal actopiranos il -T~met~xi- 3 '-, 4' ~ dihldroxi _. 4 ~ f enilcumar ina 

( inhibidor de la> trarisfe~enci.a d~ en~rgí~) cori·. el complejo de la . . . ..... " .-,· ._ -- -- . 

ATPasa usando el.' riiéf~a~·- de mar~~je por f6toafihictad.'Esto 

permitiría precisar '.e:l sitio -d~ ~rifa~.d~; ::~st.~. f~ilú~~ITlarina, 
tentativamente}en a1Juri~ ~ d~ fr~; ~=~unidades de C::~¿ •i 

,. .<~_, ... <::,~·, ':.<_ />/·.-.<~/;-:;.:; ~-~>:·~<;. ;'>~/- ~ '.-
.· ··: 

e]) efecfo .. ;d~ Analizar 

._ '\:' ;.-·: <: .';-·:<~::.-~···:,· .::.,: .. ;:::::·._<.: . .: J ... -' 

,. is~ai:~6aiantol~ctor!~ );; de las _4- -

f en i 1 cumar in as sbbi~ ·;1ii~. i:e·~~iiéi~.i6ri·r~~- ~.i:E~~~~·~;{i~_·;. ¿6~·~id;r~n'd;• -
algunos anteb~~e~tt;?s:· rj~e'. ~~niii~str~ri ; q~)~- ~r~i1:6s do~p~e§'tos •. que 

presentan la•- ~~~~c{~~~-~·~~-.• inhlbiJ:'>1¡;_ a~~e~:'.~b'.tolinié~ica; ~~n1bién 
reducen la b~a~ri~ 'iesE>I~~t_;;;;ia <mi~6ci~n~r~~{,-- r~5Üit.arí~ :~~.- ~ran 
interés el ~xa.~¡n~; el 'éf:cfai<" -a~V.'i~~ ! 4 ~fenilcumarina~-- y . de la 

- ._, .•' ;·7 •. :_· ·,·:·.-"-_,.~- , ;\;-.~-'<-+':->~ ,_ "·, "' 

isoa11oalantol~ctona sobre la •• f~l1cióri-níitoc6ndriai. -
i:,,-;~·, '.'(.;-::,-;-;-~ ~~:', .~' •. ·.·;_ .. ·_·,· __ c.~·;~! -- ,_·-~ :·;".· -

;~_ --: . )~.'~h°·' ~;'. ', 

Determinar el Eif~ctci 'ci'~ {:~ úioaú;JJránto;:J~toria -.y de :Las 4-
. _:~·- ·/,-~::: ,,, .:::..·:. ,.-. . _/t;·,:.' :'· _.;' ' .. :·,:. 

fenflcumarinas sobfe la - fotosínté'sis ;y:'. la :féspÚaci'ó~ en - la hoja 

completa , co~-•--.~l~;PJ:"óEJ~~~ ;o~;,~~"/;.~~~Ja~~; in;~\·iy~ ~ia.-.á2?~6_n ·d~ ~·estos 
compuestos como•- pcit~~gj_!~i~~ :~i'F~N~~~~x~~~~~~~rÍ_~.-ª~C~i:ª~ ~tÚfdad 
demostrar qu~ · • · ~i > ~:f~6t~ ~:ir,ih~):)~~()7 ~() ~{q~e;( 12r::~eiY:~ton C;én .. los 

cloroplastos. aisÜÍ.dostéimbiéi:i\;se _observá ;¡;n':'1a' hojá\co'mpleta. 

-valorar el p:t~.J,~'i;:r~b~~{L: :::,:º:~~,~1::~o:a:toOa y de 
las 4 -fenilc~~~r:n~~ sob·;~ dif~rel1tes tipos de pÜíntu1'as (malezas' 

y plantas cunivadas)~ cori la final¡dad ded~{ermin~relrango de 
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selectividad vegetal. que estos compuestos puedan presentar sobre 

las diversas especies, .considerando su posible implementación en la 

agricultura como herbicidas s~lectivos que idE;la¡Il\~n~é no·afe~taran 
- .- . ··.. ·' .. . .. · . 

la función fotosint~ti~a en especies veget~les ÍíÜles al. hombre. 
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