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1. RESUMEN

En el presente trabajo se reporta el eleclo herbicida de 12 boroxozalidonas con diferentes
aminodcidos, estos compuestos fucron sintetizados ¢n ¢f Departamento de Quimica, Centro de
Investigacion y de Estudios Avanzados del Instituto Politéenica Nacional, bajo la direccion dei Dr.
Notrberto Farfin Garcfa.

Se encontrd que dependiendo del aminodcido que se presenta en su estructura tienen uh efecto
diversv en las-actividades de la fotosintssis: Transporte de clectrones basal, fosforilado y desacopiado,
fotolosforilacion, captacion de protones. Ha juzgar por el efecto en estos tramspoites las
boroxozalidonas presentan diferentes sitios de inhibicion que se localiza en ¢l Fotosistemas 1,
[difeni)(lisinato-O N)borano), especificamente ei complejo que fotoliza ¢f agua (EOC) y los e afectan
a Iz H' -ATPasa. [difenil{glutamato-O,N)borano, difenil(glicinato-O,N)borano, difenil(treoninato-
O,Njborano, difenil(aspartalo-O,N)borano}; o bien como desacoplante [difenil(serinato-O,N)borana es
un desacoplante débil); los compuestos que no se mencionan en esta parte del trabajo no tienen efecto
en la fotosintesis en relacion a los descritos anteriormente,

En los ensayos de actividad de herbicida preemergente, las boroxozalidonas mostraron un efecto
tanto e da respiracion y germinacion de semillas de monocotiledoneas: Trigo (Triticum vulgare),
Zacate Jhonson (Sorglum halepense) y dicotiledoneas:  Tomate (Physalis  ixocarpa).  El
difenil(glutamato-O,N)borano,  difenii(lisinato-ON)borano  »  difenil(glicinato-O,N)  afectan o
monocotiledoneas, para el  difenil(isoleucinato-O,N)borano, difenil(metionato-O,N)borano  y
difenii(prolinato-O.NYborano afecto a ia dicotiledonea. Mientras que el difenil(leucinato-Q.N)borano,
difenil{treoninato-O,N)boruno,  difenil(aspartato-Q,N)borano,  difenil(fenilglicinato-O.N)borano,
difenil(treoninato-O,N)borano  y  difenif(serinato-O,N)borano  afectan tanto  monocoliledoneas y
dicotiledoneas.



L INTRODUCCION,

L necesidad global de un control de las malas hierbas ha encontrado respuesta en ln industria
quimica, con herbicidas eficaces para la agriculiura. Pero algunos plantean graves problemas, en
particular si se emplean mal, compuestos toxicos y daiinos que amenazan la vida animal v la salud
piblica cuando se acumulan en las plantas comestibles, las aguas Iredticas y ef agua potable, sin olvidar
cl riesgo que pueda correr los propios trabajadores que los manipulan (Strobel, 1991).

Diversas investigaciones {Woods, 1994) indican que ¢! boro (B) es un micromtriente para ¢l
funcionamiento cerebral y de plantas asi camo en el metabalismo del calcio. El mecanisimo de aceidn
en la planta es 1n desconocido. En L dhima década, muchos investigadores han propuesto que el baro
tiene una funcidn membranal, como transportador de jones. ademids de translocacion de aztcares y
movimientos de auxinas, que podria explicarse como un efecto secundario de! efecto primario del bora
en la membrana (Schon, 1990). En la agricultura, las boratos son usados en fertilizantes (4% de 3,0,
en Estados Unidos) para tener un alecuado nivel de bore ¢n los cultivos. Algunos cultives son
suceptibles a la deficiencia de boro, coma manzimas, aifalla, betabel. El boro es uno de los mids
importantes clementos esenciales para el erecintiento de fa plaata ¥ puede ser aplicado en el suelo o
bien en el follaje (Woods, 1994).

Boratos y combinaciones de boratos con herbicidas orginicos son wsados para ¢! control de
malezas. La toxicidad de boratos para ¢l hombre y animales ¢s baja ctando se mangja v se aplica
nonnalmente (Klingman, 1984).

Entre los compuestos del boro se encuentran las turoxozatidonas que son camplejos neutros
que se obtienen al reaccionar a-aminoicidos con deido ditenil harnico, se caracterizan por tener wna
union N-»B3 coordinado y son estables debido a que se forma un apillo de 5 dtomos (Farfan. 1993). Es
bien conocido que los compucestos de boro derivados de amino aleoholes presentan mayor estabilidad
cuando se forman anillos de cinco miembros en comparacion con los de seis (tabla. 1).

De las boroxazelidona sintetizadus y repurtadas en 1o literatura s¢ les encontté que ticiien
actividad insecticida, Fangicida y herbicida, (Fartin, 1993). aunque se desconoce su modo de accion y
tampoca se conoce fa vin o vias metabolicas que afcetan. Par otra parte se conoce que un poco mds del
50% de los herbicidas comerciales inhiben de manera directa o indirecta en la fotosintesis, par lo que
las boroxozalidonas podrian también tener un efecio sabre fa actividad fotosintética.

-~
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Difenil borano Difentl(prolinato -O.N) borano
NOMBRE ABREVIATURA | SUSTITUYENTIE R
DIFENIL(GLUTAMATOQO-O,N)BORANO D, - CH1,C1L,CO0N
DIFENIL(LISINATO-O,N)BORANQO i, - CHLCH,CHL LGN,
DIFENIL(GLICINATO-O,N)BORANO Dy -1
DIFENILISOLEUCINATO-0O,N)BORANO ¥, - CHCHY)CHLCN,
DIFENIL(LEUCINATO-QO,N)BORANO I - CLLCH(CHL),
DIFENIL(METIONATO-ONJBORANO I'D, - CH,CLLSCH,
DIFENIL(TREONINATO-ON)BORANO D, - CHoImcH,
DIFENIL(ASPARTATO-O,N)BORANO Dy - CH,,coOul
DIFENIL(FENILGLICINATG-O,N)BORANO 1)y - Cylle
DIFENIL{TIROSINATO-O,N)BORANO Dy - ClHyCHon
DIFENIL(SERINATO-O.N)BORANO Dy, -CH,on
DIFENIL(PROLINATO-O,NJBORANO Dy, *

Tabla 1. Nombre, abreviatura y estructura, de los compuestos de  difenilboranos con sis diferentes
aminodcidos (horoxozalidonas).



3 OBIETIVOS.,

Caracterizar ¢l efecto herbicida de las boroxozalidonas en $a Jase luminosa de Ja fotosintesis de
Pisum sativion, asf como en la respiracion ¥ germinacion de semillas de malezas y plantas

agricolas.

Relacionar estructitra molecular ¥ actividad biologica para proponer patrones de accion de los

compuestos ensayados.

Determinar la selectividad de los compuestos en monocotiledoneas y dicatiledoness,



4 ANTECEDENTES:

4.1 QUE SON LOS HERBICIDAS.

I hombre ha tuchado contra las malas hierhas desde Jos inicios de fa agriealtura, 12 libro del
Génesis (3,18) remonta esa lucha al propio Adin, en una de las referencias mas antiguas a las plantas
nocivas, se le prometen espinas y abrojos en su perfecto Edén (Stabel. 1991).

Por otra lado ¢l aumento en la poblacion genera necesidades alimentarias proporcionales que
plantea problemas bisicos de aumento en la produecion agricola. Asi, el hombre para satislacer sus
necesidades de alimento, cultiva {rijol, maiz, verdoras, frutas, ete. Sin embargo, por -t accion de
diferentes plagas tales coma (malezas, insectos, hongos ete.), se pierde anualmente una tereera paste de
la produccion mundial de los cultivos, los cuales actuan durante ¢l crecimiento, la recoleccidn y el
ahmacenamiento. Aunque en los paises en vias de desarrolio como los de Africa, la India y América
latina, las pérdidas son del 40%. En la agricubtura mexicana la sitwacion es similar al promedio mundial
y se ealeula entre un 25 y 30%. (Romero, 1995).

El vso actual de pesticidas a nivel mundial es para incrementar fa praduceion agricola, y la
produccion de pesticidas es de un 45% para los Estados Unidos, del 25% para Europa Occidental v el
12% para Japon, 1o cual defa un 18% para ef resto del mundo, Por lo tanto parece que no mas det 10%
del mercada se encuentra ¢n los paises subdesorollados, Na obstante es ¢ estos ahi donde existe T
mayor necesidad de productos quimicos para incrementar su productividad agricola, ya que ea ellos se
encuentra ¢l 49% de la poblacion mundial, asi como, ¢l 48% det total de la tierra cultivada en ef mundo.
Una de las plagas que afectan a los cultivos es ke maleza, fa cual entra ¢n competencia con las plantas
apricolas por ¢l agua, fuz y nutrientes; lo que hace indispensable el usa de herbicidas y se explica el por
qué del total de los pesticidas que se consumen a nivel mundial, el 43% corresponden a los herbicidas.
(Lotina-Hennsen, 1989). Etimologicamente la palabra herbicida se compone de {os vocablos herhi:
hicrba, vegetal; y cida: matar, muerte. En sentido amplio un herbicida es todo compuesto quimico que
inhibe total o parcialmente el erecimienta de malezas: wma maleza es wna planta que erece donde no se
desea o una planta fuera de lugar. (Garceia, 1991).

Investigacianes con compuestos quiniicos como una via de control de malezas s¢ dieron cerea
de 1910 tanto en Europa como en América. Pero las bases reales para el cantrol quimico de malezas se
dio con los estudios iniciales de auxinas ¥ la fisiologia de hormonas de plantas en los afos 30's. La
introduccion de uma auxina simtética reguladora del crecimiento de ko oplanta deido 24-
dicloralenoxiacetico como un herbicida en 1944 dio ¢l inicio para el desarrolio de quimicos para el
control de malezas. (Hartmann, 1988). A los inicios de 1940 agricultores de muchos paises
desarrollaron costosas estrategias de control mecimivo para malezas, y asi intensivas esluerzos de
investigacian para ¢l contral de malezas mas efectivos (Hartmann, 1988). Cuatro métodos bisicas de
control de malezas se desarrollaron: (1) medidas preventivas, (2) rotacion de cultivos, (3) control
biolagico y (4) eontrol quimico. (Hartmann, 1988). Este tltimo método ha sido el mis efeaiivo. hasta e}
momento, para el combate de fa malezas, lo que hace necesario ol wso de herbicidas con efectas
minimas en plantas Gtiles o ¢n otras formas de vidit, ey deeir , o deben ser toxicosa, se debe poder
manejar adecuadamente y ser estable en muchas condiciones de suelo y elima. tLotina-Heansen, 1989
Estas investigaciones originaron un nueva campo de estudia cientifico multidisciplinario. que
involucran a quiicos, {isidlogos, bioquimicos. agronomas ete, y trabajos extensivos en vanos colegios
agricalas, mis el apoyo del personal de companias quimica-agricalas, asi como de universidades.
(Lotina-Hennsen, 1989).



4.2, CLASIFICACION DE HERBICIDAS.

Los herbicidas se clasifican comu selectivos o no selectivos (Harnnmm, 1988). Par cjempio el
2,4-D es un herbicida selectivo pora plantas de hoja ancha. Rociadu en un campo de wigo. por ¢jemplo
puiede matar fas malezas de hoja ancha tales como el diente de ledn o la mostaza silvestre, pera no pta
pastos o plantas de trigos. Los herbicidas no seleetivos, tales como compuestos aromdticos matan toda
lu vegetacion sabre la que son aplicados.

Los herbicidas pucden clasificarse ademis de acuerdo al tieinpo de su aplicacion en selacion al
ciclo de crechimiento de fas malezas o del cultivo (Hartmann, 1988).

Tratamientos de preplantacion. £l herbicida se incorpora en el suclo antes de plantar la cosecha.
Las platas de cultivo deben ser tolerantes al herbicida. La accion ded herbicida e fas malezas puede
ser absorbido por la planta, interliricndo con varios procesas metabdlicos de la planta incluyendo a
supresion de la division celular (Hartmann, 1988).

Tratamicntos de preemergencia. Los hersbicidas se aplican en la superlicie del suclo después de
plantar las semitlas peso antes de la emergencia de fas plantulas de fa malezn, de] cultiva o ambas,
Como la gemtinacion de senillas y el estado de plantulas es una etapa débil en el ciclo de vida anual de
lu planta, los tratamientos de prepluitacion y preemergencin son frecuentenente los nids usados va que
son muy especificos y se¢ requicre muy poca cantidad de herbicida por drea cultivada,

Tratamiento de post-emergencia. El trmamiento con el herbicida se sigue después de a
cmergencia de las plantulas ded cuhtivo, de malezas o ambas. La aplicacion ¢s post-emergente para las
plantas de cultivo pero de preemergencia para fas malezas.

4.3. MODO DE ACCION,

La industria quimica, por su lado investiga herbicidas de rendimiento miximo, compuestos que
blogueen determinados procesos quimicos de Tas malas hierbas seleccionadis.

Se debe de tener en cuenta que no todos los herbicidas tienen un electo similar en s plantas y
que no todos las plantas tienen una respucsta similar a algin herbicidy especilico.

La inhibicion de la fotosfatesis ¢s uno de tos efectos primanos mis importantes de las 1wiazinas,
piradizinas, fenilureas. uracilos ete. El paraquat actha como aceptor de elecirones en i cadena redox
del cloroplasto v ¢l paraqual reducido reacciona con el axigeno produciendo radicales libres de
superoxido y este se convierte en radical hidroxila que es I especic 10xica

Los clorolenoxialcanos, fenilacéticos, deido benzoico, dinitraanilinas, nitrilos y piridinas
afectan el metabolismo de los dcidos nucleicos entre otros proceso de fa planta, Otros como ¢l dinoseb
son agentes desacoplantes cn la fosforilacion oxidativa, Las sales cunternarias generon radicales libres
que forman perdxidos toxicos. Algunos herbicidas como tos tiocarbamatos y dinitroanilinas inhiben la
division celular. Otros herbicidas afectan la sintesis de pigmentas (carawenos ¥ clorlila a y h).

Para ser electiva, un herbicida debe ser absorbido y mavilizado « sivios particulares de actividad
dentro de la planta. Algunos penctran mis eficazmente por las raices oros por ef follaje. Los hesbicidas
se aplican en ¢) suelo o racidndolos en e foltaje dependiendo de cual ratamiento es mis electivo para
matar malezas o en obtener la selectividod deseada entre fos cultivos. La persistencia de los hesbicidas
en ¢l suelo es un factor de eficiencia y selectividad para un herbicida. Generalmente es deseable desde
¢l punto de vista agricola y ambiental, que los herbicidas persistan solo o bastante para ecompletar su
actividad herbicida. Después de un tiempo ideal tos herbicidas deben ser degradados « compuestos
inofensivos par microorpanismos o actividad quimiea, (otodescomposicion o ser removidas del
biosistema (Linscot, 1988).



4.1, FOTOSINTESIS.

4.4.1. GENERALIDADES.

Cuando se ilumina con fuz visible a los cloroplistos estos redueen ¢l anhidrido carbonico a

compuestos orginicos principalmente gincidos; esta reduccion viene acompaiiada por uni fiberacion de
0, ¢n un volumen igual af del anhidrido carbénico que se ha reducido (BerkalofT, 1983). La cenacion
plobal de esta reaccion que constituye ta fotosintesis se puede eseribir:

CO, + 11,0 —— (CHL0)+ O,

Fase luminasa de L fotosiniesis.

Membranu del tilacoide

Oxidacion del agua 21,0 N O, +4lf’ +ae

Reduccion del NADP INADP' + 241"+ =y 2NADPH
Balance INADP' + 211,0 ———- Oy + NADPH -+ 21’
Fotofosforilacion ADDP + P - ATP + 1,0

44.2. EL CLOROPLASTO.

1.os cloroplastos (figura 1, a.) son plastidios. organulos vesiculares membranosos caracteristicas
de las afgas verdes y plantas superiores. Ln una célula puede hober de o @ i centenar de
cloroplastes. Son considerablemente mis grandes que Las mitocondrins: tienen de 4 a 10 pm de
diametro y 1-2 pm de espesor.

Poseen una envolura formada por una doble membrana que encierra g matiz interior. ¢}
estroma. Dentro del estroma se encuientran anas vesiculas aplanadas que san los tilacoides. Las
membranas de} cloroplasio delimitat tres compartimientos: en primer Jugar una que estd comprendido
entre tas dos membranas de la envoltura y que es ¢} espacio intermembranal, seguidamente atro que
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Figura 1. a) Estreutura del cloroplasio; b) Orpanizacion de Ja membrana tilacoidal; ¢) Modelo
esquemiitico de la ATPasa, (Tomadoe de Darnell. 1990. Molecular cell biology. (a); Fuerst, 1991,
Interactions of herbicides with photosynthetic electron transport. Weed Science. (b y Q).



estd limitado por T membrana interna de la envoltura y gque es el estroma v finahnente ol tereer
compartimicnta gue corresponde a las cavidades limitadas por las membranas de los tilacoides: o5 el
espacio intratilacoide (Hamado también espacia intralamelar o loculus) (Berkaloft, 1983). Las
membranas de los tilacoides estin constituidas por un 38% de lipidos, un 12% de pigmentos v un 30%
de protefnas. Las lipidos presentan las mismas caracteristicas que los de las membranas de la envoltury:
los mds importantes son los galactalipides, que constituyen por si solos la mitad de Jos lipidos totales,
despuds vienen los fosfolipidos y los sulfolipidos (Berkalolf, 1983). Varios tilacoides pueden estar
apilados en una region especifica, formando lo que se denomina grana (Nicholls, 1992),

E estroma es un gel muy rico en proteinas (0.4 g por cm)) de las cuales la mayoria son enzimas;
contiene también diversos iones y moléculas orginicas: Mgz', fasfato, nucledtidos, azicares, dcidos
orgdnicos, etc., finalmente ¢l estroma posee ADN, ARN y plastorribosamas. Ademds existen o menudo
en el estroma inclusiones insolubles: granos de almidon que permiten ¢l almacenamienta de las hexasas
en forma polimerizada ¢ inclusiones lipidicas ricas en plastoquinona que son fos plastoglobulos
(Berkaloff, 1983). La membrana tilacoidal contiene diversas proteinas que estdn involucradas en fa
captacion de Jos cuantos de Juz, transporte de clectrones, captacion de protones y ofras reacciones
enzimilicas. cada una de estas proteinas y complejos estin orientados asimétricamente en la membeaaa
tilacoidal. Aunque a primera vista la estructura de los cloroplastos purcee muy difereate a la de las
mitocondrias, la nica diferencia topoldgica es que los tilacoides, o diferencia de las crestas
mitocondriales, estin separados de Ja membrana inteyna de modo que el espacio intratilacoide es un
compartimiento asilado, mientras que el espacio “intracrestal” ¢s una continvacion del espacio
iittermembranal de la mitocondria.

La produccion de ATP por Ias membranas fotosintéticas transductoras de caergia implica el
establecimiento de un circuita de pratones que presenta una gran analogia con el de las mitorondrias.
Se genera un potencial electroquimico de 11'de 200 mV a través de una membrana impermeable a los
pratones. Este gradiente dirige una H'-ATPasa translocadora de pratones en la direccidn de sintesis de
ATP, Las das caracteristicas exclusivas de los sistemas fotosintéticos som: los fotorreceptores
responsables de la captura de fotones y los ceatros de reaccion (CR) a donde se dirige la energia
luminosa. Los CR poseen un putencial redox positivo excitindose cuando absorben un fotdn y
liberando ua electron a un potencial que es casi de 1 voltia mas negativo. De esta forma la energia
luminosa se transforma dircctamente en energia potencial redux. En los cloroplastos donde los
clectrones sop extraidos del H,0 . que despuds se transmiten a favor de un gradiente, circulando a
través del CR, para ser aceptadas por el NADP' a un potencial que es 1.1 valtios mas negativo que el
del par 1/2 OQy/11,0. Los cloroplastos no sole levan a caba esta transferencia “eadergonica” de
electrones sino que al mismo tiempo generan ua gradiente de protones 1° que se utiliza para la siptesis
de ATP (figura 1,b) EF ATP y el NADPH productos de Ja fase luminosa se utilizardn luego en las
reacciones obscuras de la fotosintesis que fjan el CO, (Ciclo de Calvin cuyas eazinas se encuentran
localizadas en ef estroma del cloraplasto). Las membranas de los orpanisimos fotasiméticos caaticnen
gran cantidad de pigmentas fotorreceptores que absorben vz y transfieren esta energia a unos centros
de reaccidn especificos (CR). La interaccion de un fotn con el centro de reaceion provoca en uno de
los componentes un gran cambio en su potencial estandar, que se hace mas nepativo. Resulta asi que
pucde donarse un electrdn a un aceptor cuyo potencial es hasta 1 voltio mas negativo que ¢ poteacial
de} componente en ¢l CR no excitade. Par cada CR hay entre 30 a 3000 clorofilas fotorreceptoras lo
que impide detectar cambios espectrales debidos al CR ya que hay una gran absorcion de fondo por
estos pigmentos receptores (Nicholls, 1992)



443 TRANSFERENCIA DE ELECTRONES,

La transferencia de clectrones fotosintéticos en los cloroplastos se diferencia de la que tiene
lugar en Ias bacterias en dos aspectos: (1) existe un flgjo de clectranes no ciclica, produciéndose una
oxidacian del 11,0 que dona ¢ en el CR del FSI y una reduceian estequiomdétrica del NADP' al
aceptar 2¢" y H'; (2) hay dos reacciones Juminosas a fotoeventos independientes que actian en serie
abarcando la amplitd de potencial redox existente entre el par [1,0/1/20,y ¢l NADP' NADPIL

L) fatosistema H posee nua notable capacidad para extraer electrones del H,0 al axidarla
(H20/12 02 F 7 = +820 mV) catalizada por la enzina que fotoliza el agua y con 4 fatoeventos se lo
transficre n) acarreador Yy que es una tirosina de fa proteina Dy del cemro de reaccion v Yy se lo dona
CRIL Ef donador primario de los electrones en of fotosistema 1 (FSH) se denomina Pygy v es un dimero
de clorofia annido a D; en donde By y D, estin interaccionando para formar el complejo det CRIL: Al
igual que con el FSI, se genera un campo eléctrico en menos de 20 ns. El donador que eede sus
clectrones al FSH es el H;0. Esta reaccion es catalizada por Ja enzima que fotolisa el agua con cuatro
estados *S" de oxidacidn que cede 4 electrones al Py, antes de oxidar 2 moléculus de HyO o Oy + 411 +
de’. Bl electron os transportado via feofiting que es de estructura de clorofila a sin fa coordinacion del
ion metdlico magnesio y este electran es transferido al aceptor secundario una quinona, Q4, v a un
dtomo de Fe para el siguiente aceptor de clectrones Q. EI electron del aceptor secundario Qy es
rapidamente transferido a fa plastoquinona, PQ; cuando Qy acepta 2¢, también toma 2 pratones del
estroma y tato electrones y protones pasan a fo largo de la cadena transportadora de electrones, cuando
Qg s subseenentemente oxidada par fa poza vecina de plastoquinonas. La plastaquinona se parece a la
UQ de las bacterias en el hecho de que alterna entre el estado totalmente oxidado v la Torma de
semiquinona anionica (PQ). Al igual gue con el CR de las bacterias, unu segunda PQ ligada podria
actuar como transductor de 2¢ y 2H" antes de que estos sean liberados a fa poza de PQ de fa
membrana,

Cuando se oxida, PQ dona 2 electrones al aceptor del FSI y libera 2 protones para cf lado
interno del tilacoide dentro del espacio def lumen. Esto provoca un anmento de protones en el lumen
que conduee a ta Tarmaceion de ATP, por medio de ta union de ka velocidad de fotofostorilacian y del
transporte de electrones. Mediante ¢l flujo de electrones entre Ja poza de PQ y la moléeula de
plastocianing, PC, que sirve coma donador primario de electrones para el PSI, que es un complejo
citocroma bgfcitocromo f(cyt by/f). El sitio de oxidacion para reducir la hidroquinona. PQH2, es un
sitio Fierro-Azufre (Fe-S) , donde los protones son liberados y los electrones pasan vapidamente al
citocromo f dentro del complejo. El citocromo f reduce a la plastocianing, PC, que entonces reduce al
Pu0, 12 naturaleza del aceptor primario es una moléeuta de clorofila ¢ unida a su proteina Namada Ag y
despuds que se reduce transfiere. sus clectrones al acwreador de clectiones Ay que tene a una
filoquinona como cofactor unido a su proteina y redueen al aceptor que contiene Fierro, X, ([4Fe-48),)
que pasan los electrones a las dos centros Fierro-Azufie, A y B ([4Fe-48), y [4Fe-dS],). De aqui los
electrones se transfieren a la ferredoxina, Fu. (cuyo K, es de -530 mV) que a su vez reduee al NADP'
can fa ayuda de Ja ferredoxina-NADP oxidoreductasa. El donadar primario Pog,’ vuelve al estado
reducido (en menos de 200 ps) al aceptar 1 clectron del donador plastocianina (PCY. que ticne un
potencial de reduccion de £ de + 370 mV.

Al igual que ocurre con el complejo H1 mitocondrial y eon fa ransterencia de elecuranes en las
bacterias purpiireas, se ha propuesto una serie de papeles a las quinonas(llauska y Trebst 1977) que
incluyen ciclos andlogos al ciclo-Q mitocondrial o ciclo b en los que estan implicados UQ y citocromos
de tipo h.



La respuesta de los carowenoides o 1 energizacion pradacida por Ja Hominacion de los
cloroplastos indica que fos dos fatosistemias se encuentran arientados en la membrana. L hecho de que
se puedan acumular aniones lipolificos en ¢l interiar del espacio intratilacoidal cuando se ilmman los
cloroplastos indica gue los fotosistemas transportan los electrones hacia el exterior, generando un
potencial eléctrico positivo en ¢l espacio intratilacoidal. Owas evidencias sobre la orientacion del 'S
provicnen de la observacion de que los protones liberadus al disociarse Ja moléeula de agua solo se
detectan en el medio acuoso si se afade un colorante que efectie reaccianes deido-base y lipalilico para
que se pueda translocar del interior del tilacoide al ded lumen tilacoldal y reaccionar con las protones;
de aqui es ficil deducir que Ja oxidacion del agma tiene lugar en la cara interna del ilacoide, Por otra
parte, el acarreadar de ¢” X435 0 Q4 debe encontrarse proximo a la cara extema del tilncoide( ¢l estiama)
ya que es accesible a aceptores de electrones no permeables, como ¢l ferricianuro, despuds de un
tratamiento breve con tripsina se hace accesible al ferricianuro que ¢s soluble en agua (Nicholls, 1992).
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Figura 2. | esquema Z. Los componentes de Ja transferencia de electrones y sus potenciales redox en
Jos sitemas fotosinidticas de las plantas. (modificado de Fuerst. 1991, Interactions ol herbicides with
photosynthetic electron transport. En Weed Science. )

4.4.4. CIRCUITO DE PROTONES.

La orientacion de Ja via de anslerencia de electrones y Je la ATP sintetasa indican que el
circuito de protones en los cloraplastos funciona en sentido contrario al de las mitocondrins imactas.



Par lo tanto. cuando se iluminan cloroplastos que tienen la envoliura tota, se praduce una toma de
protones ¥ se alealiniza el medio externo que se uede detectar con un microelectrodo comhinado
sensible. L1 A inicial que’se produce en las resecivnes luminosas se convierte en Apll en cuestion de
segundos debide a fa captacion de protones con acidificacion del Tumen v alealinizacion del estroma y
simultdneamente acurre una redistribucion del ng' que se wanspostt en Ja membranyg tilacoidal del
luimen al estroma.

Las enzimas redox de Ia cadena transportadora de eleetrones ardenada par sus potenciales de
reduccion estdn representados en el esquema “2" (figwra 2) y esta predice que por cada 2 clectrones
transferidos aparceen 2 protones en el espaciv intratilacoidal debida a la fotolisis del agua v otros dos
desaparecen del medio debido a ja formacion de la PQH,. La estequiometria asociada al S| dependerd
de la naturaleza del aceptor terminal. En el caso de que sea un aceptor (2H'2¢7) desaparecerin 2
protones del medio; la reduceion estequiométrica del aceptor nasirad, el NADP', aceptor de (111° +2¢),
conduce a Ia toma de un proton, mientras que un deeptor exclusive de electrones (coma ¢l terricianura)
1o conduce a la entrada de ningdn protdin. En cualquier caso aparecen 2 pratones en ol espacio del
lumen tilacoidal debido a ja reoxidacion de la PQN, y et apua. La ATP sintetasa (figura 1. ¢) de
cloroplastos es muy similar a la de la mitocondria, por eso se observa una entrada de 1 dependiente de
ATP cuando en ln oscuridad se crea un ApH* antificial. Al igual que con otros sistemas hay desacuerdo
sobre la estequiometrin H'/ATP, hahiéndose sugerido fos valores 2 y 3 (Hauska y Trebsi 1977, en
Nicholls, 1992).

4.5. MECANISMO DE ACCION DE LOS HERBICIDAS EN LA FOTOSINTESIS.
4.5.1. INHIBIDORES DEL TRANSPORTE DE ELECTRONES.

El wansporte de electrones es inhibido cnando vne o mas intermediarios de ia cadenn
transportadora de electrones son removidas o wwactivadas. Bl sitio de accidn de muchos herbicidas
inhibidores del transporte de electrones estudiados se asocian marcadamente en ¢ fotosistema ',
reacciones acopladas al FSH son inhibidas, como el imnsporte de electrones no ciclico. desacoplado o
fosforilado con ¢! 11,0 como donador de ¢ y con varios aceptores de electrones (ferricianuro, NADY,
PD, PMS, DPIP oxidado). La fosforilacion del ADP por ¢l Pi catalizada por Ja ' -ATIasa estd
acoplada al flujo de electrones ¥ como esta lima via s inhibida no se crea un pradiente
electroquimico de pli y no habra sintesis de ATP.

Reacciones parciales no dependicntes del FSH, tales comu la losforilacion ciclica ensavadas en
la ausencia de oxigeno o la fotoreduccion det NADP con un donador de electrones yue evita al FSH
(ascorbato + DCPIP 6 DAD) no son inhibidos o débilmente afectados.

Un ejemplo de inhibidor del transponie de electrones es el: Diuron (Duysens y Amesz, 1962 en
Moreland 1980) con actividad en ¢l FS11 entre una enzima redox Hamada R o B cuyo cofacior es PQ. I
transporte de electrones mediado con Ia plastaquinona esti dado por fn tmansferencia de 2 clectrones
durante Ja reaccion, Bl sitio de accion del Diurdn estd localizada entre Q, y Qy. Herhicidas que
interfieren con ¢l wansporte de eleetrones son: alquilanilidas, p-alquitioanilidas, amino-wiszinonas,
azido-s-triazinas, bis-carbamatos. difenileteres, piridazinonas, triazinonas, urea-carbamaws, uracilos, Se
ha encontrado que fos herbicidas al inhibir ia reaccion de Hill interactuan con la proteina (), de 32 KD
inducen un cambio conformacional. La unidh a fa protelna podria inducir que el flujo de electrones
cambi¢ los pardmetros termodinamicamente o cambie las constantes cindticas del fujo de ¢, Trebst y
Draber y Plisler v Amtzen sugicren que varias familias de Rerbicidas tienen sitios de union especificos



y de solapamiento; que protegen a s proteina. Elos postulan gne esta unidn induce cambios
conformacionales que podrian inhilir el flujo de electrones (Moreland. 1980).

4.5.2. DESACOPLANTES.

Los desacoplantes disocian ¢l transporie de electrones de la farmacion de ATP por la disipacidn
de alguna via del estado energizado de fa membrana, que ahora se sabe ¢s un gradiente clectroquimico
de pll y potencial de membrana yue después ¢s utilizado por In H'-ATPasa para la losforilacion del
ADP y formar ATI". La perfluidona es une de los herbicidas que ha sido reportado que funciona como
desacoplante puro en la fotofosforitacion a pil = 8 (Moreland, 1980).

4.5.3, INHIBIDORES DE LA TRANSFERENCIA DE ENERGIA,

Los inhibidores de la transferencia de energia actian uniéndose directamente al complejo H'-
ATPasa. Al inhibir la fosforilacion det complejo ' -ATPasa, ellos inhiben los Nujus de clectrones
acoplados para la sintesis de ATP. Sint embargo, I adicion de un desacoplante, que proporciona una
ruta allernativa para la disipacion de un estado de alta energia climina 1a inhibicion del Nujo de
clectrones, pero no Ja formacion de ATP. Existen evidencias de que los inhibidores de la transferencia
de energin interfieren en mds de un paso de la fosforilacion del factor hidrolabico CFyy o del factor de
acoplamiento CFy de la ATPasa, wniéndose ya sen o CFy & CFy . asi como lambicn en ambos
complejos. (Moreland, 1980).

4.5.4, INHIBIDORES DESACOPLANTES.

El termino “inhibidores desacoplantes™ es usado para indicar a los lerbicidas que
simulldneamente tienen propiedades de inhibidores def ransporte de electranes y desacoplantes. Estns
inhiben ¢l transporte de electrones desacoplado y acoplado de la misma manera que los inhibidores de
la reaceion de Hill conto ¢l Diuran. pero el transporte de clectrones basal y/o fostorilante es activado.
La fotofosforilacion no-ciclica es inhibida y la reaccion de fosforilacion es mds sensible que la
reduecion del ferricianuro. La fotofosforilacian clelica ensayada en la eual no ocurre desprendimiento
de oxigeno también es inhibida y I reduccion del NADP tampoco ocurre. Bl FSI ciclico utilizando
DCPIP-nscorbato no es inhibido; sin emhargo Ia fosforilacion acoplada o este Nujo de cleciranes si es
inhibida. Los inhibidores desacoplantes, también ithiben tuertemente la sintesis de ATP mediuada poar
ditiotreitol y PMS. Algunos dinitrofenoles y dinitrofenoles alquilados son identificados frecuentemente
como este tipo de herbicidas (Mareland, 1980).

4.5.5. ACEPTORES DE ELECTRONES,

L.as compuestos que se clasifican como aceptores de electrones san copaces de compelir con
algin componente enzimdtico de la cadena redox y subsecuentémeme sufren una reduecion. Cnmo
cjemplo tenemos: paraquat o metilvialogeno, fenicianuro. DCPIP. DAD, PMS. FMN, eic.. que son
usados para estudios in vitra de reacciones parciales de los folosistemas (Moreland, 1980).



4.6, GERMINACION.

La germinacian se inicia con la captacion de agui por kx semilla (imbibicion) v hnaliza con ol
inicio de fa clongacion del ¢je embrionario. generalmente fa radicula. Esto incluye numerosos eventos.
comu hidratacian de proteinas. cambios estructurales a nivel subeelular. respiracion. sintesis de
macromnléeulus y elongacion celular (Bewley, 1994).

4.6.1. RESPIRACION DE 1LAS SEMILLAS DURANTE LA IMBIBICION Y GERMINACION.

La respiracion de semillas maduras "secas” (contenido usual de humedad: 10-15 %) es a niveles
bajas de agua cuando se fe compary en el desarrolla o germinacion de las semillas en ef momento en
que son imbibidas. Algunos cetodcidos (e.g. w-cetoplutarato, piruvato que son importantes
intermediarios ¢n Ja via respiratoria) son inestables gquimicamente y pueden estar ausentes de las
semillas secas. En eventos tempranos de Ja imbibicion se sintetizan metabolitos en Jos primeros
minutos despuds de entrar agua a fa célula, es su reformacion de aminodcidos y transaminaciones {e.g.
de dcido glutamico y nlanina). E consumo de O, por el embrion de algunas semillas sigue el modelo
bisico que consiste en tres o cuatro fases (Bewley, 1994).

Fasel. Inicialmente ocurre un ripido incremento en el consumo de Q,, que puede atribuirse en
parte a [a activacion y Ia hidratacion de enzimas mitocondriales involucradas envuehus en ¢l ciclo del
dcido citrico y Ia cadena transportadera de clectrones. La respiracion en esta fase se inerementa
linealmente de acuerdo con el grado de hidratacion del tcjidu.

Fasell. Se caracteriza por una estabilizacion o rettaso de fa respiracion. en el cual hay
incremento lento en el nivel de oxigeno. La hidratacion de las diferentes partes de las semillas esti
completa y todas las enzimas preexistentes estin activadus, Presumiblemente ¢sie ¢s un pequeiio
incremento en Jos niveles de enzimas respiratorias o ¢n el nimero de mitocondrias durante esta fase, El
retraso de Ja fase 1 en algunas semillas puede ser en parle porque Jas membranas de las células o
estructuras circundantes timitan Ia difusion y nivel del O, al embrion imbibido o tejido almacenado,
primero temporalinente a condiciones parcialmente anaerdbicas. La eliminacion de la testa de semillas
imbibidas de chicharo por ejemplo. disminuye el retardo de In fase apreciablemente. Ot posible razon
para el retardo de la activacion de fa via de lu glucolisis durante Ja geninacion es debido por el lento
desarrollo de las mitocondrius. Esto puede Hevar a Ia acumulacion de ptruvato debido a la deficiencia
en ¢f ciclo del 4cido citrico o de ki cadena de Ja fostorilacion oxidativa {transpone de electrones), por lo
tanto, algunos piruvatos pucden ser desviadus temporahmente a ka via fermentativa que na requiere O,
Entre fa fase 1y la HY Ja radicula del embridn penetra en fas estructuras circundantes (recubrimiento), y
la germinacion se ha completado,

Fase Il Sc caracteriza por un segundo disparo de la respiracion, esto se poede atribuir 8 un
incremento en la aetividad respiratoria de mitocondrias v enzimas recién sintetizadas por las células
profiferativas det eje. L} otunero de mitocondsias en el teido también incrementa, muchas veces en
asociacidn con la movilizacion de reservas. Otro factor que contribuye i este proceso en ki respiracion
en smobas partes de Ja semilla puede ser un incremento en el suministro de O, por Ta ahora perforada
testa (u otras estructuras de recubrimiento),

Fase 1V, Esto se presenta solo en el tejido de almacenamiento y coincide can su envejecimiento
sepuida de la reduccion de las reservas acumuladas. La duracion de las fases 11V varia de especie a
especicy esta dado por diferentes factores como son: dilerencias en I velocidad de imbibicién,
permeabilidad de a membrana de Fa semilla al oxigenv v velocidades metabolieas. Ademas kt duracion



de las fases puede variar cansiderablemente con Jas candictones del ambiente, especialmente
temperatura. (Bewley, 1994).

4.6.2. DESARROLLO MITOCONDRIAL Y FOSFORILACION OXIDATIVA,

Las mitocondrias en semillas jovenes e imbibidas son funcional y estructuralimeme deficientes.
Ha sido cuestianado si pueden conducir eficientemente la fosforilacion oxidativa durante las primeras
horas después de la hidratacién. Las mitocondrins en semillas secas estdn caracteristicaunente mal
diferenciadas. Para entender los cambios que ocwrren en la mitocondria durante It germinacion
nosotros debemos primero revisar las rutas por Ias que los sustratas oxidables entran a este organulo y
cbmo entonces se involucran en la fostorilacion oxidativa. ko ks glicalisis y otras vias metabolicas
reducen al NAD en NADIL
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Figura 3. Vias de electrones y utilizacion del poder reductor en mitocondria de plania,

NADH-DI1, NADH deshidrogenasa, SDH(FAD), flavaproteina unida a succinato deshidragenasa; ey,
citocromo; sitios 1-11, sitios de extruecion de protones, utilizadus posteriormente en la produccion de
ATP (cireulo).(tomado de Bewley. 1994, Seeds)



Lo membrana externa de by mitocondria es permeable al NADI (llimado NADIT exogeno
parque se produce ded lado externe de la mitocandri) v este pasa al espacio intermembranal. El
piruviio también penctra a s miocondria, es imnsponiado a wavés de la membrana interna
mitocondrial a) interior de fa matriz, que contiene a las enzimas del ciclo del dcido citrico. Este ciclo
ambién produce NADH (Ilmnado NADH enddgeno porque se forma en ¢l interior de la mitocondria)
nto ¢l NADH enddgeno conio exdgeno se dividen por su unién a membrana del complejo NADH
deshidiogenasa, aunque la liberacion de equivalentes reducidas (electranes) entrm en In cadena de
transporte de clectrones en diferentes sitios. Los clectrones originados del NADH enddgeno son
wansferidos a la Ubiquinona acoplada al Hujo de protenes del Sitio T que penmite la conservacion de
energin, impulsada por la fosforilucion; para formar ATP. Los clectranes producidos del NADH
exageno no son transferidos via sitio 1 sino que pasan directamenie a la poza de Ubiquinona, asi
climina ¢l primer paso de la fosforilacion. La oxidacion del succinato a malato en ¢l ciclo del acido
citrico no estd ligada al NAD; la succinato deshidrogenasa (SDH) esta insenanda en el interior de la
membrana de) lado de Ta matriz, ¥ los clecirones producidos son transferidos a Ia Ubiquinona. Los
electranes se transfieren de la Ubiquinona al citocromo b, ¢y ¢ y finalmente al O, via eitocromo
oxidasa (eay). Esta parte de la cadena ¢s muy impartante porque incluye dos sitios de extrusion de
protones y consccuentemente, de conservacion de energia. (figura 3)

La mitocondria del t¢jido de muchas planas superiores posee una via aliemativa de
transferencia de electrones diferente de la eadena del citocromo, es insensible al cianuro (v de aquf que
se le denomine via insensible al cianuro). Esta via alternaiivy esti conectada entre la Ubiquinona y
citocromo b de la via sensible ol cianuro y los ¢lecirones Quyen a un sistema “oxidativo alternativo”
(no walmente caraclerizado) al O,. Ahf no hay sitios de conservircion de energia para esta via y por lo
tanto cuando el NADH exdgeno y el succinato son oxididos por estit ruta, no hay produccion de ATP.
Cuando un NAD unido a sustrato de la matriz mitocondrial. tal como malato ¥ w-cetoglutarato, es
oxidado a través de una via alternativa, solo un AT es producido (Sitio Iy camparado con fos tres ATP
de los Sitios 1, 11, 11, cuando los electrones pasan a través de Ia via del citocrama sensible a cianuro,
Lus mitocondrias de embriones imbibidos y de tejido de reservia no estin tatalmene diferenciadas
internanmente. Como es de esperarse, estas exhiben deficiencias en su capacidad para utilizar el poder de
reduccion del NADH y de la succinato deshidrogenasn (SDH) y para conducir la fosforilacion
oxidativa. La ransferencia de electrones del suceinata o la Ubiquinona asi como la del NADI exdgeno
a Ia Ubiquinona, estdn presentes en las mitocondrios de semilias y son aclivados inmediatamenie
despuds de la hidratacion. Aunque esta via puede ser inicialmente baja en actividad, las mitocondrias
comicnzan a aumentar su velocidad de respiracion considerablemente después de cierto tiempo de
hidratacion. Un rasgo general de In oxidacion de sustraios en mitccondrias de semillas, es gue esta se
incrementa con el tiempo de imbibicion, In cual puede deburse a un sumento en la eficiencia de las
mitocondrias existentes y/o a un incremento en el nimero de mitocondrias simerizadas. Por ello hay
dos modelos diferentes de desamollo de mitocondrias en semillas imbibidas: (1) Reparacion y
activacion de organelos ya existeotes en fa semilla madura y seca (2) biogenesis de nuevas
mitocondrias. Después de Ta germinacian, s¢ puede considerar fa biogenesis de mitocondrias en las
nuevas células que se formin en ¢l ¢je de crecimiento par divisiones mitdnicas. La sinesis de ATP
duramie fa perminacion ha sido estudiada en pocas especies de semillas. pero tiene ¢l mismo patron
general de emergencia. Elnivel de ATP en semitias seeas es extremadamente bajo comparado ¢on otros
adepin nucledtidos (ADP y AMP) pero se incrementa ripidamente cuando s¢ hidiata In mitocondria.
Durame la fase retardada de consumo de oxfgeno los niveles de ATP estin Iejos de ser constantes
micemras que el incremiento en ATP ocurre antes de la germinacion, Ei incrememio de ATP en las
semillas estd acompatiado por un incremento en la totalidad de adenin nucledtidos los cuales sugieren
uh requerimiento inicial para In simesis de nove de estos nucledtidos. Los niveles de ATP retornan
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rapidamente a sa cantrol de estos nmucleotidos cuando ocarre una temtrodaceion de uxigeno atmostérico
a las semillas. Durante esta fase sin embarga no hay unincremento sewo en ATP. ELimervalo de esta
sintesis es balanceada exactamente por su intervala de uttlizacion.

El incremento en ATP esti acompafindo por un incremenio en fa achividad mebolica del
embnion, Los nucledtidos de piridin reducidos (NADH, NADPH) son coenzinms esenciales para
numerosas vias metabolicas y son requeridos para fa germinacion de la semifla, esarrollo de ks
plantula y para drganos de reserva, 13sas moléeulas participan en la respiracion, reaceiones de
aminacion, sintesis de desoxinucledtidos v catabolismo de dcidos grasas. Ustas vias metabolicas pueden
estar controladas por 1a disponibitidad de estis coenzimas o por su reoxidacion dentro de fa eclula.
Desde las primeras horas de imbibician a varios dias (varia de especie a especie) después de iniciada
esta predominan las vias glicollticas, favorcciendo fa formacion de piruvato y sintesis de ATP. Ei
piruvato es convertido a ctanol bajo condiciones parcialmente anaerdbicas y tienden a prevalecer las
semillas intactas ante I emergencia de la radicula. Por canales respiratorios el sustrato penctra o la via
glicolitica y bajo estas condiciones las células pueden reducir Ia produccion de ATP, ya que la
disponibilidad de oxigeno es limitada para [y mitocandria, esta muere en una anaerobiosis natural, o par
deficiencias estntcturales o enzimdticas. Después, predoming fa via de las pentosas v coma
mitocondria empieza a ser mds activa ¥ el oxigeno mas disponible, las células entran en un perioda de
produccién de cnergia para incrementar fa actividad metabdlica asociada con el crecimiento y o
movilizacion de reservas; con la produccion de NADPH, se provee e incrementa ¢l poder de reduccion,
La aldolasa y fosfofructocinasa ambas enzimas de la via glieolitica, declinan su actividad en radiculas y
asi también para fos cotiledones. durante los 1-3 dias de sembrado. La enzima phucasa-6-fosiato
deshidrogenasa v la via de las pentosas incrementan st actividad después de la imbibician,
particularmente en regiones del crecimiento (Bewley, 1994).

4.6.3. EVENTQS DURANTE LA GERMINACION.

La sintesis de proteinas ¢s esencial para completar la germinacidn y la emergencia de la
radicula. Esta comicnza después de la imbibicion y Ja mayor parte es independiente de la sintesis de
ARN de novo. Antes de terminar fa genuinacion, no abstante, nuevamente se forma ARN necesarin
probablemente para la sintesis de proteinas. En otras palabras, la sintesis de ADN en muchas semillas
ocurre después de la germinacion v ¢s una parte integral del crecimiento del cje. La sintesis de
proteinas se inicia en ¢l citoplasma de 1o céfula hidratada cuando los ribosomas se asocian con el ARN
mensajero.

Aungue la sintesis de proteinas puede presentarse en ausencia de sintesis de ARN durante ¢
inicio de In hmbibicion, es eventualmente dependiente de esta despuds de que la germinacion ha
terminado. Es probable que dos clases de ARNm estén presentes en el embrion seco o eje: (1) residuos
de ARNm, cstos fueron producidos durante ¢l desarrollo de fa semilla y no se destruyeron durante fa
maduracién v desecacidn, Estos na son esenciales para la peminacion y pueden degradarse
inicialmente despuds de la imbibicion. (2) Reservas o ARNm canservados, estos son almacenados
durante el desarrollo. asi que cstin dispanibles inmediatamente despugs de la hidracion y por lo tanto
pueden ser traducidos rapidamente para sintesis de proteinas que san parte integral de Ja germinacion.
La iniciacion y continuacidn de In sintesis de ARN es dependiente de fa existencia de precursores de
ribonucleosidos de trifosfato, ATP. CTP. GTP y UTP (Bewley,1994).

La expansion de In radfeuta dentro de Ia semitla ocurre inicialmente par elongacton celular y su
subsecuente emergencia a través de la testa de la semilla puede » no ser acompaiada de Ja division



celular. Por 1o tanto, Ia simesis de ADN y 1a division celular sun fendmenos posterivres a Ia
concemiente can ¢l crecimicnto del ¢je v el establecimicio de i plantula (dependienda de L semill).

El incremento de evidencias sugicie (Callis, 1995) que la degradacion de proteinas es un
mecanismo regulatorio in vive. La degradacion de muchas proteinas intracelulares es dependiente del
ATP, que no parece basarse necesariamente en ko energétiva de fa hidrlisis de enlaces peptidicos, pero
que proparciona un mecanismo pitencial para la regulacion. Durante o germinacion, la hidvolisis de
proteinas de reserva provee mninodcidos para la sintesis de proteinas en el crecimiemo de ki plintula,
Las prote(nas de reserva de la semilly, son sintetizadas en pante de aminodieidos producidas por la
prateolisis de proteinas vegetativas. Son sintétizadas durante la maduraci noe de ln semilla v depradadas
duranie la germinacion, como pequeilos péptidos o aminvacidos, para postierionnente ser transmitidos y
utilizados en ¢l crecimiento de la planta (Callis, 1995). Los nucledtidos juegan m papel importante en
¢l metbalismo; participan, regulanda s fases wietabdlicas de carbohidratos, lipidos, proteinas y
dcidos nucleicos. Ademds de atrapar, conservar y wransferir energla en los sistewas vivos (Mangat,
1979).

Durante la germinacion, ¢l papel de la ATPasa vegetal es importante va que su buen
funcionamicnto implica ¢l que airas funciones tales como: la clongacion celular, la apertura de los
estomas y la carga de floema y xilema se replicen correciamente. Las funciones propuestas para la
ATPasa de plantas se basan en o investigaciin de dos efectos provacados por  sustancias
fitorreguladoras (fusicoccing, auxina) en ka fisiologia (clongacion eelular apertura de los esiomas) y en
la velocidad de salida de protones de tejidos. Pero el efecto de fos fiorreguladores o demuestra de
manera tajante que la salid de protones detectada sca mediadi por la ATPasa de membrana plasmatica.
Aungque la enzima ¢s eapaz de bombear protones in vitrs, no se ha podido prabar, mediane andlisis de
mutaciones, donde se altera la actividad de la ATPasa, asi como que la enzima sea dircclamente
responsable de la salida de protones in vivo (Serrano, 1993),

La auxina constituye la principal hormona del crecimicnto vegetal: se sintetiza en los
meristemos de tallos y coledptilos y actfia en la parte submeristemdtica de células javenes, donde
promueve la salida de protones ¢ induce la elongacion celular. In estos tefidos, se ha sugerido, que la
auxing activaria la enzima ATPasa, si bier lo haria con menos eficacia que la fusicoceina (Serrano,
1993). La teoria del erecimiento dcido propuesta a finates de los aios sesenta por Achim Hager, de la
Universidad de Tubinga, para explicar la correlacion entre salida de protones y elonpacion celufar
inducida par auxina, sostiene que la funcidn primordial de fa auxina consiste en activar [a ATPasa y
qui los protones bombeados por ésta acthan sobre Ia pared de los polisacdridos que confinan a las
células (Serrano, 1993). Al acidificarse esta regidn, se debilitarian fos puentes de pectina y
hemicelulosa. Este debilitamienta pudrfa ocurrir por medivs fisicos o mediunte polisacaridasas de I
pared que requerirfan un entorno can un pH dcido para trabajar adecuadamente., Al dehilitarse fa pared,
In presion de turgencia de las células forzaria su crecimiento. $i bien 1a hipdtesis tiene cierta respaldo,
resufta evidente que fa salida de protones no puede explicar todos los efectas de fa auxina, ya que este
fitorregulador induce fa sintesis de imuchas proteinas de funcion desconocida y aciiva la seerecion de
componentes de fa membrann y de la pared para permitir el aumento de tamaito de Ins eélulas, Pero
aunque la activacivn de la ATPasa no sea el inico componente de ka respuesta (isiologica a fa auxing, si
desempeia un papel crucial, porque. adenis de expulsar protones gue reblandecerlan b pared. aporta In
energia para of transporte activo de potasio y azdeares hecesarios para cf crecimiento (Serrano, 1993),



4.7. ESTRUCTURA Y MORFOLOGIA DE LA GERMINACION DI SEMELLAS,

EI embrion madura de plantas con Hores consiste en wn eje pareeido o un pequeiin ko que
porta ya sea ttno » dos cotiledones. Los catiledones . se refieren a ¢llos camo Tas hojas de las semillas.
son las primeras hojas del esporofito joven. Como cl nombre 1o imphci. los embriones de las
monocatiledoneas comtinmente tienen sola un cotiledon y las dicotiledoneas dos. En sentidas opuestos
del eje embrionario encontramos los meristemos apicales del tallo y de ki raiz. El meristema apical se
encuentra en la punta de todos los tallos y raices. Los meristemos estan compuestos de célnlas
meristemiticas -células capaces de suftir muchas divisianes celulares. El tallo embrionaria, es el primer
Irote, s¢ Hama plumula. Bl eje con direccisn cantraria a la del tallo, se denomina hipocotilo, Ja parte
final o punta de esta estructura puede ser raiz embrionaria, o radicula. Enonchas plantas, sin embargo,
la parte final del ¢je consiste de vn pequefio meristemo apical cobierto por una capa. St la radieula
puede distinguirse en ¢l embrién, el cje embrionario inferior de los comiledanes es llamada eje
hipocatilo-raiz (Raven, 1992).

En las dicotiledoneas, que tienen sustancias de reserva en el enduspierma v perispermo (si esta
presente) estas se absarben durante el desarrollo del embrion. Los cotiledones de muchas
dicotiledoneas son carnosos y ocupan un gran volumen en la semilla. Ejemplos de semillas sin
endosperio son el girasol, nogal y chicharo. En las dieatitedoneas con gran cantidad de endaspenma,
pot ejemplo , el ricino, donde los cotiledones son delgados y membranosos, el endospermo proporeiona
Ins sustancias alimenticias (Raven, 1992).

En las monocotiledoneas, ¢l simple cotiledén no sola funciona coma drgano lotosintético,
tambiént tiene una funcidn de absorcion. Una vez imbibido el endospermo, ¢ cotiledan moviliza las
stistancias de reserva por diferentes actividades enzimiticas. Hn cjemplo de muonocatiledoneas
altamente diferenciadas son los pastos. Cuande se orma comipletamune, of embrion de los pastos,
posce un cotileddn masivo denominado escutelo, ol cual estd apresada en ¢l endospermo. El eseutelo,
parecido al cotiledén en muchas monocotiledoneas, funciona en la absoreion de sustancias de reserva
del endospermo. El escutelo estd unido de un lado al endospermo y por otra lado al ¢je embrionario, el
cual tiene una radicula y una plumula. Tanta la radicula como la plumula estin encemados por una
envoltura, es uta estructura de proteccion llamada coleoriza y coleoptito respeetivamente. Todas las
semillas ademds se encuentran encerradas por la cubierta de la semilla, que se desarrolla a pantir del
integumento(s) del dvalo y provee proteceion al embrion. Esta estructura puede ser impermeable al
agua. El micropilo (la apertura en los integumentos) es a menudo visible en a cubierta de la semilla
como un pequeflo poro. Comtimucnte, el micropilo se asocia con una cicatriz, Hamada hilo (Raven,
1992).

Acontinuacidn s¢ menciona la morfologia que se presenta durante la germinacion de una
dicotiledonea, frijol (Phascolus vulgaris) y una monocatiledonea, maiz (Zea mayy). (figura 4)

Phaseolus vulgaris, En las primeras horas de imbibicion de bus semillas de frijol fa westa se
arruga, cf embrion contienza o crecer y la tesia da sefales de rompimiento. Fatre las 48 v 72 h después
de iniciada la imbibicién, la radicula emerge v comienza a crecer hacia ¢l interior del suelo,
desarrollando raices secundarias, Para el sexta dia, ¢l hipocotilo crece ¥ presenta una forma de pancho
que emerge del suelo al actave dia. El hipacotile enmtances porta los coiledanes hacia sriba de la
superficie del suelo, este se clonga rdptdamente v endereza. Los cotiledones presentan atin fa cubiena
de la semilla, la cual cae en este estado y Jos cotiledones son verdes. En este estado ef epicotilo se hace
obvio y porta las hojas primarius las cuales se desdoblan y se orientan a 90° de Iy incidencia de I Jua.
El brote apical estn emire [a bases de los pecialos v es ¢l puin en ol desarrollo del talla. Coma los
cotiledones son transportados hacia afuera del sueto | by germinacion del frijof se desceribe como epipea
(Bradbeer, 1992).
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Figura 4. Esquema de Ja germinacin y estruciura de una semilla a. Dicotiledonea (Phaseolus vidgaris)
y b. Monocotiledonea (Zea mays) (modificado de Raven. 1992. Biology of plams.)
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Zea ey, La imbibicion de las semillas de maiz resulta en fa expansion tanto del embirion y
endospermo, la testa es penetrada por la radicula (raiz embnonania) al cuarto dia. La saiz primaria
acelera la emergencia, seguido por of coledptilo y las raices seeundanias. El coleoptilo emerge del suelo
y crece ripidamente; antes que cese este crecimienio empiczan a crecer las hojas primarias v
sceumlarias de la pliantulag las hojas estin enrolladas y ew respuesta a Ja iuminacion se desenrollan
debido a Ja accion de un fitacromo. Como los cotiledones permanecen por debajo el suelo, la
germinacion del maiz se describe como hipogea. (Bradbeer, 1992).



5. MATERIALES Y METODOS,

S1OAISLAMIENTO DE CLOROPLASTOS.

Se realizaron experimentos in-vitro en cloroplastos aislados de hojas de plantas de chicharo
(Pisum sutivam) de 20 dias. los cuales crecicron en tierra en un invernadero. 200 gramuos de hojas se
cartaron en pedacitos y se homogencizaron en una licuadora (Osterizer Custom modelo 1.-21) (el vaso
de la licuadora previamente congelado) por § segundos en 100 ml del siguiente media de aistamiento:
400 mM sacarosa 5SmM MgCl2, 20 mM KCl, 30 mM “Fricina o pll 8.00, para compensar fa ruptura de
vacuolas dcidas (Nicholls, 1987); el homogenado se {iltrd a través de 8 capas de gasa v se centrifugd por
4 minutos a 1900 g en centriluga (Sorvall super T 21). v el precipitado se resuspendia en | mi del
medio de aislamientv.

5.1.L i)l'i'l'lERMlN/\Cl()N DE CLOROFILA.

Se cuantifico a fa suspension la concentracion de clorofila con cloroplastos por el método de
Arnon (1949). En un matraz aforado de 5 ml se eoloco acetoni al 0% y 30 pl de la suspension de
clovoplastos, se aford y se agito suavemente dejandole 5 minutos en la obscwridad. Posterioimente se
centrifuga en una centrifuga clinica durante 5 minutos a 950 g postesiormente se realizaron leeturas en
el espectrofotometro (Beckman modelo DU-650) & los siguientes longitudes de onda: 645 nim y 663
am, la Jectura se efectud por duplicado y se wtilizo como blanco acetona al 80%. Los cdleulos de
cuntificacion de clorofila s¢ efectvaron aplicandn la siguicnte Tarmula.

[Chl] = [8.05 (A,,,) + 20.29(Ay0)] 3
Donde:

A = Lectura de Absorbancia de fas muestras.
Chl= pg de Clorofiln/mi.

8.05 y 20.29 = Coclicientes de extincion.

5= IFactor de dilucion.

5.2, EVALUACION DEL TRANSPORTE DE ELECTRONES (T. ¢’) EN L.AS DIFERENTES
ACTIVIDADES DE LA FOTOSINTESIS?.

Para evaluar las diferemes actividades de transposte de electrones se utitizo an cleetrado tipo
Clark coneetado 2 un oximetro. en of electrodo de Plating (Pt) ¢l €y ¢s redueido a 1,0. 8i ¢l clectrodo
de Prse mantiene a 0,7 V pegativo respeeto al de referencia Ag/AgCL ciradind una corriente
proporeional a la velocidad de consumo de O, por el electiodo. En condiciones apropiadas la corriente
es proporeional a la concentracion de Oy en la disolucion. Una fina membrana peymeable al O, protege
al clectrodo contra el envenenamiento, Debido al consume de O, se preeisa uni contimia agitacion del
miedio para impedir el agotamiento del oxigeno ¢n fa vecindad de la membrana def electrodo. La célula
o camara estid totalmente cervada (Nicholls, 1992). La captacion de oxigeno, es un parimetro pasa medir
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el transporte de electranes. wtal en ky cadena redos. se vidiza una reaccion de amooxidacion de un

aceptor terminal de clectrones. como el de Ia reaccion de Meller, que consiste en utilizar ¢l
. bR . 0o .

metilviologeno (MVS); la reduceion del metilviologeno por la cadena redox consiste:

HO+2MV 2 MV +4%0,+2H

e el cual ocurre desprendinmiento de oxigeno con una estequiometria V2 O, por MV, de la reaceion de
Hill (0,/2¢" - % ), y en la reaccion de autooxidacidn del MV1, reaceiona con uni mol de 0, por MVIL
por lo que se observa un consumio neto de oxigeno en la detemiinacion representada en la sigoiente
reaceion, conoeidi como reaceion de Mehler (Hipkins, 1986):

. 2
Ee. total MV 420, = 2MV +20;

Se emplearon 3 ml de un medio de transporte de electrones (T ¢7), con Tas modificaciones que
se indican en lus diferentes actividades fotosintéticas, que contiene 100 mM sorbiitol, 5 mM MgCly, 10
mM KCJ, 15 mM tricina (solucion amortiguadora) a pli 8.0 se agrego 60 pg de clorofila; se mantiene
bajo agitacion (agitador COLE-PALMER, Moddo 4803-00) ¢ iluminicion por un minuto con un haz
Iuminoso, producido por un proyector (Reflecta AF 1800. Lamp 240/150 W), que pasa a través de una
lente de Izawa y que consiste de una botella con solucion al $% de CuSO4.5H20, sirviendo come filtro
de luz visible. El Transporte de electrones se midio indirectamente al manitorear el cambio de
concentracion de oxigeno durante la fotosintesis con un oximetro 5300, acoplado a un registrador
Beckman.
Las boroxaziladonas que se caracterizaron se disolvieron en DMSO y se ensayaran a concentraeiunes
crecientes hasta encontrar kis concentraciones aptimas de accidn, tal como se muestra en resultados.

LAS ACTIVIDADES FOTOSINTETICAS EVALUADAS FUERON:
Flujo de ¢lectrones hasal. Trebst, 1972,
I mlde medio de T ¢, + 50 pM de MV,
Flujo de electrones fosforilante. Trebst, 1972.
3 ml de medio de T ¢, con 300 mM Pi y t00 mM ADP + 50 pM de MV,

Flujo de electrones desacoplado. Me Canty, 1977.

Imlde medipde Tey SmM NH,CL+ 50 pM de MV,

Caleulo de lavelocidad de T, ¢

0.4 jeeqgde K Fe(CN)o/X, . X/t min. . 60 min/hr  1/0,060 mg de clorofila.
- peqdee W omg Q.

[x}
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Donde:
0.4 peq de KiFe(CN), 0.4 microequivalenies de KgFe(CN), que al “consumirse™ han transpanado
Ddpeqded

25,0 + dFNNCNIGY - 0,1 + 41 + (Felh)(CN)Y*

X, = pendiente obtenida de los trazos problemas, los cuales se determinan trazando una rect paralela al
trazo experimental def papel gralicador y se caleuls la pendiente, (Xp X unidades de longiud del
papef en Jus ordenaduas)

X, = ¢s ef despluzamiento realizido en fas ordenadas durante la exlibracion al “consumirse” 0.4 p eq de
K;Fe(CN)g que corresponde 0.4 p eq de electrones transportados.

Se muliiplica por 60 min. ya que deseamos obtener fa velocidad por hora (h). ¥ se divide entre 0.060
mg de clorolila debido a que lo deseamos para 1 mg de ésta.

5.3. EVALUACION DE 1.A SINTESIS DE ATP Y CAPTACION DE PROTONES®.

Sintesis de AT (Fotofosforilacion) y captacion de protones en estas actividades se utilizé un
medio con 100 mM sorbitol, 100 mM KCl, 5 mM MgCly, 1 mM Tricina y 50 pM MV (pi=8) y se
midicron en un potenciometro (Coming modelo 12 acoplado a un registrador Kipp &Zonen BD-40
04/05). A un pii 8§ ¥ exeuso de Mg” Ja sintesis de ATP( en presencia de 100 mM ADP y 300 mM Pi ),
60 g de clorofila con agitacion y un minuto de fluminacion; resultan en un consumo escalar o
produccion de J ion 11* por ATP como se observa en Ja siguiente reaccion:

2+ -
(Mg ADP] +PO, +H = [Mg.ATP.If)7

Fste es un método que provee un tiempo real de medicion de sintesis o hidrolisis de ATP. La
téenica ¢s por fo tanto comunmente utilizado para determinar la velocidad y realizar estudios cinéticos
particulanmente para la hidrolisis de ATP (Hipkins, 1986).

Calculo de la velocidad de captacion de praiones:

0.07 s eq de KOH/X, . X/1min . 60 minJ/thr . 3/0.060 mg de clorofila
=peqH 6 ATP. W' g 1

Con la grafica obtenida a partir del experimento anterior s¢ midio Ins microequivalentes de
protones aprovechados en unidades de longitud Xp, desde e momento en que se alcanza la meseta en la
grilica, en un minuto. Estas unidades de longitud son translormadas en microequivalentes de protanes
irnnsportados af adicionar 1O mt de KOH 0.07 N en el medio ya que corresponden al namero de peq de
H° consumidos en {a reaccion (Nt).



SACSINTESIS DE ATP INDIRECTA®,

Iz una detepminacion de tipo enzimatica de Ta concemtracion de ATP. Se miliza para verificar of
electo de algunas boroxozalidonas. Se emplearon 2.5 mi de un media de transporte de electrones (T ¢”)
que contiene 100 mM sorbitol, 5 mM MgCla, 10 mM KCl, 15 mM tricina (solucion amortiguadora) a
pH 8.0 y se agrego IM glucasa, | mM ADP, 3 mM Pi, 4 Unidades Glucosa.6-fosfato deshidrogenasa
(G6P-DH), 7 mM NADP', 13 mg/mi Hexoquinasa (1K) y se agrega 20 pg/m! de cloralila, se evalua el
efecto del FDy, FDy, FDyy a las siguientes concentraciones 0, 0.9, 1.2, 1.5 y 2mM. Se tomaron lecturas
antes y después de ilwminar durante 1.5 minutos en un espectrofotonietro Beckman a 340 nm.

El principia de este método se basa en lo siguiente:

En la membrana del tifacoide hay
sintesis endergonica de ATP a partic
de ADP y I,
"' 1K
ATP + glucosa ———————— glucosa-6-fosfuto + ADP

Gernl
glucosa-6-fosfato + NADP' e 0-f0sf0-D-pluconolactona
+NADPH + I

ELATD generado en fa fotosintesis sirvio para fosforilar la glucosa reaccion catalizada por la
Hexoquinasa (HK), que forma glucosa-6-fosfalo esta a su vez s¢ convintié a 6-fosfo-D-gluconolactona
por accion de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6P-DH) que emplea como coenzima al NADP', ¢l
cual s¢ reduce por fos H* liberados. Esta es parte de la Ruta fle las pentosas fostato (Montgomery,
1993). Se tiene Ju refacion de que por cada mol de AT formado, se produce } mol de NADPH y ¢ste
producto se determind midiéndolo a una absorbancia de 340 nm (Trautschold, 1985). Se expresa en
nanomol de ATP I g de O,

5.5 REACCIONES PARCIALES DELOS FOTOSISTEMAS 1 v 11°.
5.5.1. REACCIONES PARCIALES DEL FOTOSISTEMA 11:

5.5.1.1. DE H;0 A RCPIP:
También se determind por oximetria en 3 ml de medio du reaccion similar al usado para el

transporte de clectrones desacopiado , se adiciond como aceptor de clectrones artificial DCPIP 50 pM,
Ferriciaturo de potasio 300 pM permite mantener al DCPIP oxidado durante la reaccion, DBMIB !
pM como inhibidor de! transporte de electranes hacia el Fotosistema 1, agua como donador natural de
electrones y se omitio ¢l metilvioldgeno (MV) (Hall, 1976; 1zawa, 1977).

El siguiente esquema ilustra ¢l papel del DCPIP y del DBMIB en e} ransporte de efectrones.

DCPIP/F(CN),

(4
1,0 = Q - PQ = Cith£ -1l = PC - FSI
DRMIB



3512, REACCION PARCIAL DE TRANSPOR 1T DE ELECTRONES DEL DONADOR DIPC AL
ACEPTOR DCPIP:

Se obtuvieron cloroplastos, los cuales se inhibieron con Tris 0.8 M, pll § (este compuesto
inhibe 1a fotolisis del agva) (Yamashita, 1968) se incubaron 30 min. 2 0° con agitacion en completa
obscuridad, se lavaron con 40 ml de medio de aisltamiento de cloroplastos . se centrifugd a 2375 g se
resuspendio y cuantificd Ia cantidad de clorofila; se ensayé la actividad en el medio, agregando 200 pM
DPC como donador de electrones y 100 uM de DCPIP como aceptor (e electrones y se leva la
absorbancia a 660 nm (antes y después de iluminar por 1.5 minutos).

La reaccidn parcial del transporte de electrones se presenta a continwacion:

pepip
Tris Te
HO =Y, 9 Py = Qy = PQ = CithJf
T

pec

5.5.1.3. REACCION PARCIAL DE FLUIO DE ELECTRONES DE H,0 HACIA EL
SILICOMOLIBDATO (SiMo):

El flujo se determind en ¢l medio de folosistema 11 con la adicion de 200 uM de
Silicomolibdata como aceptor de electrones y 10 pM de DCMU como inhibidor y 11,0 como donador
de electrones (Hauska, 1977).

I} flujo estudiado es coma sigue:

SiMo
te
10 = Pegg > FeO Il @y 2 Qy > 10
DCMU

5.5.2. REACCIONES PARCIALES DEL FOTOSISTEMA 1.
5.5.2.1. REACCION PARCIAL DESDE DCPIP REDUCIDO AL METILVIOLOGENO (MV):

La reaccion se cuantificd con el oximetro. EY medio de reaccion (3 mi) fue similar al que se uso
en el transporte de electrones desacoplados, ademas de que se fe atadieron los siguientes reactivos: 100
pM DCPIP reducido con 300 pM de deido asedrbico que actio como donadar de clectrones para ¢l
FSE como aceptor de clectrones MV 50uM v DCMU 10 M como inhibidor del transpone de
clectrones del FSIT (Mall, 1976; Lzawa, 1977: Hipkias. 1986).
La reaceion parcial estudiada del PSHes:

bCMU DCTP/:\SL‘.

HI = PQ = Cithy/T - PC = FSy = MYV



5.5.2.2. REACCION PARCIAL DV ELECTRONES DESDE N-METHEFENAZINA METOSULFATO
(PMS) REDUCIDO A METILVIOLOGENO (MV):

IEn este caso antes de medir ef transporte de electrones, se ineuharon los cloroplastos con un
medio que contiene 30 mM KCN, 100mM sorbitol. 5 mM MgCl, 10 mM KCL 15 mM Tricina, pll 8, a
0° por 30 minutos, ¢n la obscuridad, como se sabe ¢l cianuro inkibe a nivel de la PC. Después se
centrifugaron a 4750 g por 1.5 min. en una centrifuga BEKCMAN J-21 can rator de dngula hjo JA-20,
se desechd el sobrenadunte y la pastilla que contenia los cloroplastos envenenados se resuspendieron en
¢} medio de aislamiento, se cuantifico la cantidad de clorofila como se hi descrito anterionmente. Se
procedio a medir ¢l transporte de electranes con ¢l oxhmetro. Al media de reaccion ( 3mi) wtilizado en
¢l transporte desacoplado se agregd 200 pM de PMS el cual sctué como donador de electrones hacks el
Citby/f, pero en cloroplastos con PC desactivada ¢s capaz de domar electronies dircctamente a ef P700
del FSI, sc agregd ademds 300 uM de dcido ascirbico para reducir el PMS: y 50 pM de MV como
aceptor de electrones (1zawa, 1977; Hipkins, 1986).

Reaccién parcial estudiada:

KCN

< il

=

PQ - Cith /I = PC — FSpyy - MV
1
PMS/Ase.
5.5.2.3. REACCION PARCIAL DE TRANSPORTE DE ELECTRONES DESACOPLADO DESDE
TETRAMETIL-p-BENZOQUINONA (TMQIl; ) A METILVIOLOGENU (MV):

Se determing en 3 m! de medio con; 100mM sorbitol, 5 mM MpCL 10 mM KCL 15 mM
Triciua, con la adician de 10 pM DCMU como inhibidor, 250 pM TMQH, como danador de electrones
a nivel de PQ; la TMQH, es oxidada por el FSI. Se agrego 50 pM MV como aceptor de electrones,
Las mediciones fucron realizadas en un oximetro como se describio anteriarmente (Hall, 1976: lzawa,
1977y 1978)

La reaccion parcial de! FSI1 comprende lo que se muestra a continuacion:

DCMU
—|]PQ - CithJf ~ PC > TSy - MV
T

TMQH,

5.6. ACTIVIDAD DE ATPasa*. (Mill. Mitchel. 1980)

5.6.1. AISLAMIENTO DE CLOROPLASTOS INTACTOS.

Se seleccionaron hojas de chichare y se homogeneizaron con un media de sislamiento ( 435 M
Sorbitol, 5 mM deido ascorbico, 20 mM MES, pl1 6.5) en Is licuadora {Osterizer mod. 1.-21) durante 5

N



seg @ velocidad miixima. ¢f homogenado se 1itrd por 20 capas de gasa. of filtrado se centritago a 1425
g en centrifuga (Sorvall super 7 21) por 4 minutos a 4°C. EI batin se lavo con 40 m! de medio de
gislamiento y se volvio a centrifugar a 4750 g por 1 minuto, se resuspendio el boton en 1 ml de medio
de resuspension (0.35 M sacarosa, 2 mM EDTA, 2mM MgCl.6110, 1 mM MnCly.Ha0. 15 mM
Tricina. pH=7.6). L suspension de los cloroplastos s¢ guardd en la obscuridad en el refrigerador por la
menos una hoga antes de usarse (Amon, 1949),

5.0.2. ACTIVACION DE LOS FACTORES Cf-Ct, DE LA ATPasa DEPENDIENTE DE Mg"'

EL complejo Cfu-Cfy unido a Ja membrana tilacoidal se activé como consecuencia de fa
iluminacion de los cloreplastos. La activacion se llevé a cabo en 0.25 ml de medio de activacian 1()
(1.2 mM Sorbitol, 100 mM Tricina, pH = B) y 0.65 ml de medio 2(ii) (5 mM MgCIJ.()Hz(). 15 mM
Tricina pH= 8) (para lavar los cloroplustos) y 0.1 mi de suspension de closoplastos éan una
concentracion 0.3 mg de clorofila por 1 ml de agua. La actividad de la ATPasa dependiente de Mgy
activada por la fuz se cuantificé como se indica a continuacion:

5.6.3. HIDROLISIS DE ATP.

Se utilizo 0.9 ml de medio de hidsolisis de ATP (50 mM KCH, 2mM MgCl.6H 0, 1§ mM
Tricina, 2.2 mM ATP, pH= 8) al cual se le agrego 0.1 mi de la suspension de clurop!asins activados, 1
proceso se realizd en la obscuridad absoluta y con agitacion snave a n'c por 1 minuto. Al terminar el
tiempo de incubacidn la reaccion se para con 0.5 ml de dcido Tricloroncético (FCA) al 20% en agua
(Mills, 1980).

5.64. DETERMINACION DE L.A CONCENTRACION DE FOSFATOS.

La mezela conteniendo 1a hidrolisis del ATP se centrifugé a 1425 g por 5 minutos a temperatura
ambiente en una centrifuga clinica con ¢l fin de descartar fos residuos proteicos los cuales se precipitan
con ¢l TCA. Bl fosfato liberado se cuantificd por el método colorimétrico de Fieske-Subbaroo
(Summer, 1974). Se toma una alicuota del sobrenadante (con un contenido de T mmol de Pi) se afora a
1.6 ml. Se adiciond 0.25 mi de una solucion 6% cn agua piy de (NH,)0M070,,.7TH,0. 1.25 ml de
1,804, 7.5 N. Se agité suavemente y se adiciond ¢l compuesto colorido de FeSO.7M1,0. al 10 %
disuelto en agua acidulada p/v; sc agitd en vortex y se dejo reposar por 20 minutos o wmperatura
ambiente. Por Gliimo se leyd a 660 nim en un espectrofotomeiro Beckman D. U,

Al mismo tiempo se hizo una curva patrdn de KH,PO; de 0.5 a 1 pumol de concentracion y se
grifica, en la curva que se obtuvo, se extrapolo Ja absorbancia a 660 nm de cada muestsa prablema para
obtener In cancentracion de Pt liberado de la hidrolisis de ATP obtenida.

5.7. EVALUACION DEL EFECTO DE LOS COMPLEIOS DE DIFENIL BORANO EN LA
GERMINACION DE SEMILLAS®.

Para evaluar ¢l efecto preemergente que pudiera tener Jas boroxozalidonas en la germinacion y
respiracion en las semillas de plantas de importancia econdmica, tales como una dicotiledanea: tomate



(Physalis ixocarpa) ¥ dos monocotiledoneas: wigo (Triticim vulgare] v zacate Jhionson (Surghim
halepense) eia Gltina es una maleza, se procedio a lo siguienie:

Se esterilizaron cajas de petri can papel filtro whatman ded # 2 v agua destilada en ¢l autackive a
presion de 18 ke’ por 15 minutos (Gareia, 1991); todo esto se realiza en una campana de flujo
laminar para evittr coptaminacion, se desinfectaron las semillas can una solucion de hipaclorito de
sadio ol § % durante 5 minutos y terminado esto se enjuagaron en agua deswilada estéril (Hovak, 1994).
Una vez realizado lo anterior se procedio a colocar el nimero de semillas que acontinuacion se indican
en ¢l tabla 2, en las cajas de petri inmediatamente se agrego 7 ml de las compuestos a las siguientes
concentraciones: 0, 0.5, 0.8 y 1.2 mM, se sellaron las cajas eon papel parafilm para proporcionar uni
acracion adecuada y evitar asi la evaporacion del agua, se colocaron en una incubadora a 28°C a
completa obscuridad durante 4 dias.

Pasado el tiempo se procedid a contor el ntimero de semillas que genninaron y calenlardo en %, y se
caleuld lyg, para evaluar el efecto de los compiiestos e la germiancion, esto nas sirve pars evalitr a
nuestro compuesto con caractesisticas de herbicida pre-emergente.

. | TABLA 2. Nimero de semillas
utilizadas en germinacion.
SEMILLA #
Triticum vulgare 25
Physalis ixocarpa 100
Shorgnm halepense 100

5.8. EVALUACION DEL EFECTO DE LOS COMPLEJOS DE DIFENIL BORANO EN LA
RESPIRACION DL SEMILLAS®.

Se¢ procede de ls misma manera como se muestra en e} punto anterior, pero en este casa el nimero de
semillas varia como se indiea en la tabla 3. y s¢ tomaron lecturas de las semillas cada 24 horas durante
72 hus,

TABLA 3. Numero de seillas
utilizadas en respiracion.
SEMILLA #
Triticum vulgare 20
Physalis ixocarpa 1 300
Shorgum halepense | 50

La primera lectura de respirncion se efeciuo después de 24 hrs de imbibician, colocanda las semillas en
una cubeta de medicion de un oximetro el cual registra el consuno de oxipeno durante 2 minutos.
(Madificado de Upadhyaya, 1986)



Se toman lectusas cada 24 hrs durante 72 s,

Caleuwlo de 1a respiracion:

1200 nanodtomos de 0x/20cm X/miin . 60 min/hr . 174 semillas.
~nat Oy W semilla”

Donde:

1200 nanoitomus de Q,/20 cm carresponden al nitmero total de nanodtomos de O, en 20em de nuestra
papel graficador.

Xp = Es la distancia que se obtiene del trazo problema y corresponde al nimero de nanoitomos de O,
consumidos por las semillas en 1 minuto.

Se procedio a calcular la respiracion con la formula anterinr y se grafica en % de actividad de los
compuestos de inhibir la respiracion y se caleuld los valores de inhibicion que presenta en diferentes
concentraciones (1).

¢ todos los experimentos aqui descritos se realizaron por triplicado, los valores que aparecen son el
promedio de las repeticiones y su desviacion estandar.



6. RESULTADOS Y DISCUSION.

6.1, ESTUDIO DEL EFECTO DE LOS COMPLEJOS DE DIFENIL BORANO EN LA
FOTOSINTESIS.

El 50% de los herbicidas comerciales inhiben la fotosintesis en el lado reductor del
fotosistema 1 a nivel de la cnzima redox Q) (Albores-Velasco, 1986). En cambio algunas
boroxozulidonas se sabe que actian como herbicidas (Farfian. 1993), pero se desconoce si estos
inhiben a la fotosintesis. B objetiva del presente trabajo es elucidar el mecanismo por ¢l cual fas
boroxozalidonas actian como herbicidas inhibiendo [a folosintesis.

En general los compuestos orginicos sintetizados mediante procesos quimicos v wtilizados
como herbicidas, se sabe que actiian a nivel de fatosintesis a través de inhibir la enzimy redox Qg
(inhibidores de fa reaccion de Hifl) o inhibiendo fa 1'-ATiPasa a nivel de CFy o CF, (inbibidores de
la transduccion de energin), o a través de actuar como desacoplantes disipando el gradiente
electroguimico de protones y como aceptores de eleairones en ¢f lado reductor del fotosistema 1. A
continuacion se describe el efecto que tuvicron las boroxozalidonas en las diferentes actividades de
Ia fotosintesis:

Los compuestos difenil(isoleucinato-O,N)baruta FIy; difenil(leucinato-ONwsano FDy;
difenil(metionato-O,N)borano  FDy, difenil(fenilglicinao-ON) borano  £B,,  difenil(tirosinato.
O,N)borano, FI)yq, difenil(prolinato-O,\N)borano, FD,» na presentan actividad innibitoria en una de
las principales actividades de la fotosintesis (fotolosiorilacion). Ver dpendice.

k1l
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Figura 5. Efecto del difcnil(glulmnmo~O,N"‘ornnn, FD, en las diferentes actividades de Ia
fotosintesis dependientes de luz: T ¢ (W) basal, (@) fosforilado (A) dt.mwpl.xdu. los valores en
velocidad correspondicntes af control son: 143, 229 y 720(nuqmvc mig.chl ) respectivamente;
(V) fotofosforilacidn, control: I.»67(n:1numoles de ATP my. rehl b ) v (#) captacion de protones,
control: 100 (pM H'* mg.ch i),

En la figura 5. se observo que el difenil(glutamato-O,N)barano, FI); inhibe el Te" basal
conforme incrementa su concentriacion Negando a un 31% a 2 mM, micentras que a v misma
concentracion ¢l Te” fosforilado na ¢s afectado atn hasta 2 mM y el Te” desacopludo ¢s acelerado
hasta un 166%, Ja fotofosforilacion se inhibio un 98% a 2 mM y por altimo la captacion de protones
se acelerd hasta 185% a 2 mM. Por los datos descritos pedentos deducir que este compuesto actia
como un inhibidor de ft transduccion de energia ya que solo afectd kv fotofosforilacion y no los
demas transportes. Los inhibidores de la transferencin de energfa afeaan algin paso final de la
sintesis de ATP, a nivel de la H'-ATPasa que ¢s la enzima responsable de In sintesis de esta
moléeula,
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Figura 6. Efecto del difenil(fisinato-O,N)borano, D, en las diferentes actividades de la fotosintesis
en cloroplastos aislados de espinaca ¢ fluminados: T ¢ (W) basal, (®) fosforilado (A) desacaplado,
los valores en velocidad son: 48G, 669 y 1267 ( peq ¢ amg.chl I respectivamente; (V)
fotofosforilacién, control: 197 ( pM ATEmg chi™ by y () captacién de protones, control: 100 (
pM H'mg chi™ b,

A comtinuacion se presentan los resultados del efecto de difenil(lisinato-O.N)borano, F1, en
las diferentes actividades de Ja fotosintesis. Los datos obtenidos se muestran en la figura 6 en donle
se observa que ¢l difenil(lisinato-ON)borana, FD, inhibié el transporte de electrones basul,
fosforilonte y desacoplado dependiente de concentracion siendo mayor la inhibicion cuando aumenta
la concentracion del difenil(lisinato-O,N)borano, IF1D; obicniéndose 42%, 51% y 79% de inhibicitin
respectivamente a 2 mM, De acverdo con la hipdtesis quimiosmdtica de transduccion de energia al
inhibirse el flujo de electrones o hay generacion de energla libre por lo que no habri captacion de
protenes y tampoce sintesis de ATP. En In misma figura .6. se observa que a medida que aumenta la
concentracion del difenil(lisinato-O.N)borano, FD, la simtesis de ATP y o captacion de H' se
inhiben 100% a 1.2 y 2 mM respectivamente; estos datos indican que el difenil(lisinato-O.N)borano,
FD, actio como inhibidor de la reaccion de Hill de 1,0-MV. Por lo que se requiere localizar el
sitio de inhibicidén para saber qu¢ enzima es la que afecto.
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Figura 7. Efecto del difenil{glicinato.O,N)bormo, FD; en las diferentes actividades de la
fotosintesis: T ¢ (W) basal, (@) fosforilado (A) desacoplado, los valores correspondientes a e
comtrol en velocidad son: 520, 960 y 1920 peq ¢ .mgchlth! respectivamente; (V)
fotofosfarilacion, control: 986 nanomolesde ATP . mg.chl".h'l y (@) captacion de protones, control:
100 H' . mg.ch’ .

Los resultados encontrados del difenil(glicinato-ON)borano, FDy muestran que no tiene
efecto en ¢l transporte de clectrones basal (figura 7.) sugiriendo asi de manera inmediata que no
tiene efecto sobre alguna enzima de la cadena redox y que su efecto estd relacionado con fa
fotofosforilacién. Il transporte de electrones desacoplado se activa levemente y a la concentracion
de 2 mM presentd una inhibicion solo del 2%; en cambio el transporte de ¢lectrones fosfortlado se
inhibio un 77% a una concentracién de 0.9 mM siendo este el efecto maximo inhibitorio del
compuesto, por otro lado encontramos que a 2 mM el Te- fosforilado y la fotofostorilacion se
inhibieron en menor grado siendo un 55% y 46% respectivaniente, esta ultima observacion sugicre
que ¢l compuesto pritero actit como inhibidar de la trausduccion de energia y después ademas de
este efecto actiia desacuplado fa fotofosforitacion a altas concentracivnes, mientras que la captacion
de protones se ve aumentada hasta un 215% a la concentracidn 1.2 mM, lo anterior nos indica que
este compuesto modifica la penmeabilidad de la membraniy a protones haciedola impermeable a ella
aunque Ja sintesis de ATP es inhibida, Los resultados indican que este compuesto actida como
inhibidor de la transduccion de cnergia-desacoplante débil. Para terminar de caracterizar sus
propiedades del difenil{glicinato-ON)borano, F1; se estudio su efeeto en la M -ATPasa.
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Figura 8. Efccto del difeniltreoninato-O,N)borano, FD; en las diferentes actividades de 1
fotosintesis: T ¢ (M) basal, (@) fostosilado (&) desacoplado, los valores correspandientes a el
comrol en velocidad son: 514, 914 y 1657.5 peq ¢ .mgeht’n! respectivamente; (V)
fotofosfarilacion, controt: 205 uM ATP . mg,chl".h" v () capracion de protones, control: 160 ( uM
H' mg.cht” ).

La caracterizacion del difenil(treoninato-O,Nyborano, FD; sobre 11 fotasintesis se observa
una activacion del transporie de electsones basal de 122% (Hgora 8.) supisiendo que actda como
desacoplante a medida que munenta la concentracion del compuesto, sin afectar ¢l transpone de
electrones desacoplado, mientras que el Te fosforilado y I fotofosfortlacion fueron inhibidos 51% y
62% respeclivamente a kumisina concentracion de 2 mM, y ademds de que fa captacion de protones
¢s inhibida 100% a 1.5 mM. Los resultados indican que este compuesto uctiiy coma desacoplante y
que posiblemente interacciones con alguna de lis subunidades de H'-ATDasa, ya que inhibe en
mayor grado la fotofosfarilacion y la captacion de protones, por fo tanto se efectuaron estudios a
nivel del complejo CFy y CF).
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Figura 9. Efecto del difenil(aspartato-O,\N)borano, FDg en las diferentes actividades de la
{otosintesis: T ¢ (M)basal, (@) fasforilado (A) desacoplado, fos valores correspondicntes a el
control en velocidad son: 129, 400 y 920 peg cmpeht? . b respectivimente; (V)
fatofosforilacion, controk: 581 pM ATP mg.chi b y (&) captacion de protones, control: 96 pM
I ageht i

El estudio del efecto del dilenil(aspantato-0,Nyborano, FDy sobre Ia fotosinesis indicd que
no tiene efecto en el Te” basal (figura Y.), por otro Iado ¢l Te” fostorilado v la sintesis de ATP son
inhibidos 44% y 9% respectivamente a 2 mM; mientras que la caplacion de protones y el transporte
de clectrones desacoplado son activados 248% y 22% respectivamente a la misma concentracion.
1.os resuhtados indican que este compuesto se comports como un inhibidor débil de la tnnsferencia
de energia. Ademas presenta una débil inlibicion de la 1'-ATPasa por lo que no es recomendable
efectuar estudios posteriores para caracterizarlo,
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Figura 10. Efecto del di(enid(serinato-Q,N)borano, ¥y en las diferemtes actividades de 1a
fotosintesis: T ¢ (M) basal, (@) fosforilado (A) desacoplado, los valores correspondientes a ¢l
control en velocidad son: 129, 229 y 960 peq.e”mg.chi’ I respectivamente; (¥) fotolosforilacion,
controt: 5080 nanomoles. ATP mg.chl™.h™'y (#) captacion de protones, control: 96 11" . mg.chl".h".

Mientras en los resultados obtenidos del estudiv del difenil(serinato-O.Niborano, FDy, sobre
la fatosintesis. En la figura 10. en la que el Te” basal v desacoplante fucron activados un 144% y
141% a 2 mM respectivamente. En cambio el transporte de electrones fosforilado nn presenté efecto
a2 mM del difenil(serinato-O,N)borano, FD;,, en cambio a la concentracion de 1.2 y 1.5 mM activo
¢l Te'desacoplado hasta un 112% para ambas concentraciones; por otro lado este compuesto inhibio
la fotofosforitacion un 29% a 2 mM y la captacion de protones fue inhibida 100% a 1.5 mM. De los
dutas podemos deducir que este compuesto se comparta como un desacoplante déhil de la
folofosforilacidnt, y no se caracterizo en la actividad de 11°-A'TPasa.
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6.2, LOCALIZACION DEL SFF1O DE ACCION DEL DIFENIL(LISINATO-QN)BORANO EN
L.A REACCION DEE HILL.

En Ta locatizacion de Tn enzima que es inhibida por el difenil(lisinato-O.NJborano, FIJy de Ty
cadena transportadora de electrones del cloroplasto. se encontrd que ¢l transporte de electrones de
H,0-DCPIP (fotosistema 1) es inhibida 74% a 1.2 mM indicandonos asi que este compuesto tiene
efecto en el FSH y o presenta ishibicion en ¢l FSI, tan marcada comio en el primers, coma se puede
ver en la tabla 4. Para conocer el sitio especifico de inhibicion del difenil(lisinato-O,N)borano, FD,
en ¢l FSIF se determind el efecto de este compuesto en las siguientes reacciones parciales 11,0-»
SiMO y DPC-»DCIP, encontrindase que no presentd efecto alguno en este tltimo segmento de Ta
cadena transportadora de electrones. Mientras que para la reaceion de 11,0-08iMO se presenty una
inhibicién det 76% a 1.2 mM indicando Ta inhibicion del complejo enzimatico que fotoliza al agua
(EOC).

Cone. 13 IO—vDCPl p HzO—vsiMO DPC-DCPIP
mM (%) (%} (%]
'S 0 0 0 0
i 0.4 8 25 0
0.9 34 35 0
].2 74 76 0
Cone DCPIP MY PMS,oq3MV TMQIL- MV
mM pey e s x g e | peq e x i xmgent! peqe x ' xmg eht”
FS 0 1933 2233 2400
1 04 1933 1873 2214
0.9 2040 1562 03
1.2 2400 1533 2000

Tabla 4. Las actividades del (FS811) Fotosisterna I} se dan en porcentaje y para los del (FSK)
Fotosistema | en velocidad; ¢f control ¢s cero % inhibicion. Los valores del Mujo de electrones
fucron: para FS Il de agua n DCPIP, de agua a SiMO y DCP a DCRIP 622, 133 y 120
respectivamente en peq ¢ ' mgChr,

Se ha reportade que una estructura, por ¢, - C -NH, spy que presentan un gropo deficienie de
clectrones (electron no apareado) unido a wn poriader lipofilica, parece ser lo requerido par una
actividad inhibitoria en cf folosistema 1} (Van Assche, 1982).

Se sabe que la union de inhibidores fotosintéticos al cloraplasto es a través de fuerzas no
coavalentes débiles, supiriendo que los puentes de hidrogeno pucden estar involucrados (Van
Assche, 1982). En este trabajo el difenil(lisinato-Q,N)borano es ¢l tinico que presenta un grpo N1,
y este grupo puede ser importante para la actividad

Las aminas son Gtiles desacoplantes de cloroplastos pero a pHl altos (cerca de 8.0) estas
tienden a inhibir ¢l transporte de electrones por fa inactivacion irreversible de Ia enzima que oxida el
agua (f2awa, 1969).

I} amonio, que ¢s isoeléetrico con el apua, inhibe 1a evolucion det O, y altera el estado 8.
Subsecuentes estudios también han demostrado que el amonio se une directamente al magnesio en el
estado S;. Se ha reportado que el amonjo induce modificaciones dek estado S, al igual que el s



(Hansson, 1990). Los diterentes efectos de fos intubgdores del FSE a nivel de b enzima que foroliza
¢l agua pueden deberse a una desactivacion de las ostados S, conversin det potencial aho del
citacromo b-559 en wna forma de potenciat bajo o bien inducen cambias estructurales que moditican
la tramsferencia normal de electrones (Mathis, 1984),

6.3. INHIBIDORES DE LA TRANSFERENCIA DE ENERGIA Y DE LA H'-A'TPasa,

Los compuestos difenil(glutamato-ON)borano, Dy, difenil(glicinano-O.N)borano, FD;,
difenil(treoninato-O,N)borano, FD, y difenil(aspanato-O,N) borano, FDy que se camportaren como
inhibidores de ln transferencia de energin. Este compartamiento es igual al de otros compuestos
como el Dio-9, Florizin (0.05 a 2 mM), N-Etilmaleimida (1 mM), ATP (3 mM), Sintalina (1-2 mM),
NN*-Diciclohexilcarbodiimida (DCCD) (40 pM). Kaempferal (0.13 mM) (Mc Carnty, 1977).
Durante ¢l transporte de electrones fotasintéticos una parte de fa energia fibre de las reaceiones de
oxidoreduccion s transficre por mecanismos acaplados a la fosforilacion del ADP. Substancias que
inhiben esta captura de energia en ATP por inhibicion de algn mecanismo desconocido en fas
reacciones de fosforifacion son conocidos como ithibidures de la transferencia de energla (lzawa,
1972). La principal distincion de un inhibidor de I vransferencia de energia cs la disminucion de la
velocidad del transporte de electrones en condiciones fosforilantes. E1 flujo de electrones en
ausencia de Pi (transporte de eleetrones basal) 0 en ta presencia de desacoplomes, los Nujos de
clectrones no son afectados o son inhibidos ligeramente (Me Canty, 1977). Mds de wna vin tenninal
de Ia fotolosiorilacion pucde ser inhibida sin un elecio dirdeto en el transporte de cleetrones o en l
magnitud del gradiente de 117, (Me Carty, 1977). Por ¢jemplo ta DNorizina bloquen la fosforifacion
pero no disocia el tramsporte de electrones basid. (Izawa, 1966). Otros compuestos tales como el
sulfanato p-mercuribenceno y el acetata fenilmerenrica exhiben una inhibicion similar earacteristics
pero a veces demuestran una leve uetividad desacoplame (Izawa, 1972). El Dia-9 estimuta la
captacion de protones (Karlishand, Avion, 1971 Me Caty ctul., 1971). Algumos campuestos no
nfectan fa caplacion de H o la estinlan como los antisueros anti-y que son antisweros para Ins
subunidades a y y del complejo CFy. Un inhibidor de ta wransferencia de energia atenta el transporte
de clectrones de una manera indirecta. La velacidad de transporte de clectrones es baju en
condiciones no fosforilantes y el gradiente de pll a trwves de fa membrana iilacoidal es alta (Mc
Carty, 1977). La fosforilucion disminuye la mognitud del gradiente de pll v estimula la veloeidad
de! transporte de clectrones fosforilante. Por bloqueo de un paso final en la formacion de ATP, los
inhibidores de la transferencin de energla también impiden el aumento de la velacidad del transporte
de electrones debido a Ia inhibicion de 1a fosforilacion ya que esta regula ef finjo de electranes (Me
Carty, 1977).

El potencial electroquimico Apll’ generado por el transporte de electrones se utifiza para
impuisar una bomba de protones reversible, capaz de hidrolizar ATP en un sentido (" ATPasa”), pero
en condiciones fisioldgicas funciona en sentido contrario, es decir sintetizando ATP por lo que es
mis correcta su denominacidn de "ATP sintetasa™ (Nicholls, 1992). De ahi la importancia de
conocer ¢f efecto de estos compuestos en ta 1-ATPaso; estublecimos condiciones en las que. dl
anidir ATP al orgdnulo en el cual previantente se activé la ATPasa se produjo la hidrdlisis de este
nucledtido y los protones son bombeados en semido contrario hasta aleanzar un equilibrio entre la
energia liberada por Ia hidrélisis de mds ATP v la encrgia necesaria para hombear mis protones cn
contra de un gradiente creado (Nicholls, 1992).
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Coneemracion Wo Comral

Control 190.4

FDy, 0.9 mM 169.8 $9
FD 1S5 mM 1154 60
FD,, 2.0 mM 136.2 71

Control 200

FD,, 0.9 mM 2188 hB]

FDy, 1.5 mM 122 47

FD;, 2.0 mM 1016 3Y
Conlrol 918

FD,, 0.9 mM 408 164
FD; LS mM 353.0 90
FDy, 2.0 mM REDX ] 86
Contral 1308

FDy, 0.9 1M 2138 163
FDg 1.5 mM 191 e
FDy, 2.0 mM 138 $7

Control 718

NH,CL .5 mM 166.2 213
NH,Cl, LT mM 400.2 B}
NH,CL 2.2 M 440.8 566
Control 85

FCCP, | pM 130 152
FCCP, 2 nM 175 204
FCCP, 4 uM 308 35

Tabla 5. Efecto de jos inhbidores de fa transterencia de energia: difenif(elutanmato-O N)borano ¥D,,
difenil(glicinato-O.N)borano FDj, difenilitreoninato-ON)borano F1,. ditenil(aspartain-Q,N)borann
FD)g, en la actividad de H' -ATPasa, eu relacion al efecto de dos desacoplanies NILCLy FCCP sobre
Ia actividad de esta cnzima. El control es ef FOD% de actividad.

Como se observa en In tabla § los compuestos dilenil(ghtamato-ON)borano. FDy;
difenil(glicinato-ON)borano, FDy; difenil(treoninato-ON)barane.  FD;i presentaron un efecto
inhibitorio en lu actividad de H'-ATPasa, oumentando esta ol aumentar la coneentracion del
compuesto. El difenil(glicimato-O.N) borano. ¥y presento una inhibicion de 61% o unma
concentracién 2 mM, mientras que of difenilielnamato-O.NYharans, FD, v el difenil(ireoninato-
O,N)barano, FD; presentd 29% v 14% a 2 mM respectivamente. En el caso del difenil(aspartato-
O,N)borano, FD; tene iy aumento en la sctividad de hidrolisis del AT a las cancentraciones de 0.9
y 1.5 mM pero al aumentar la coneentracion a 2 md el ¢fecto fue inhibitorio con un valor det 13 %
El Mujo de electrones a lo largo de ba cadena transportadora produce uma translocacion de protones
ert fa mismin direccion que la que se origina por la hidrolisis espantanea del ATP por lu ATP
sintetasa (ATPasa) (Nicholls, 1992). El efecto de estas translocuciones de protones es ¢l
establecimicnto de un circuito de protones a través de Ja membrana wransductora de energia. Este
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circvito de protones o muy similar a un circuito eléetrico (Nicholls, 1992). La velocidad de Lo
conversion quintica esta ligada a la corricnte de electrones, a de protones. que fluye por el resto del
circuito, la cual depende de la resistencia de este. El comportamiento quiniico de estas
boroxazolidonas esta dado posiblemente por el grupo funcional que se presenta en su sustituyente,
para ¢l caso del FD, y FDy ¢s el carboxilo -COOIN; para el FD; y FIyy es el grupo -Oll y el del FD,
es un -H, dado sus caracteristicas tienden a ceder un jon hidrdgeno 6 bien pueden formar puentes de
hidrogeno con otras moléculas (Van Assche, 1982). Estos grupos pueden contribuir al igual que la
estructura principal para conferir la hidrolobicidad necesurin para atacar el sitio blanca de accian,
alguna enzima que intervicne en la folostuiesis (Miyoshi, 1990; Trebst, 1984; Trebst, 1978). Las
boroxazolidonas actuarian incrementindo la conductanein de la membrana, produciendo un
cortocireuito, ya que e gradiente clectroquimico Apl1' altera fa conformacion de la CF, en
cloroplastos; y este cambio conformacional afecta la actividad catalitica de la CF, (Nicholls, 1992).
O pucden unirse a alguna subunidad de la H'-ATPusa, como en el coso de Ia N-ctilmaleimida que se
une a la subunidad y de fa CFy (Mc Carty, 1979); en CF de Rhaduspirillum, Ta subunidad y es
nctcsnrh para la fotofosforilacion (Peiia-Valdivia, 1990): provocando asi uit cambio conformacional
de In H'-ATPasa y su inactivacion.

En general, los herbicidas son fitotdxicos debido a una fotooxidacion de ks membranas
fotosintéticas. Las plantas nann mccamsmos que previenen ¢l daito que pudieran sufrir lag
membranas por tdxicos como e, 01. 4,0, y 05 que son normalmente praducidos en pequeio
grado durante la fotosintesis. Plantas tratadas con inhibidores del transporte de clectrones del
fotosistema 11 o del fotosistentit | producen una mayor cantidad de estas especies toxicas, los cuales
daian los mecanismos de prateccion, resultanda en fitotoxicidad, Los mecanismos de proteecion
presentes en plantas incluye lo siguiente: carotenoides que protegea de '0,. 1,0, y Oy superoxido
dismutasa (SOD) convierte O, a H,0, y la catalasa y peroxidasa protegen del Hy0p . Los
carotenoides y a-tocoferol estin presentes en la membrana tilacoidal, ascorbato y glutatinnas se
localizan en el estroma del cloroplasto; la catalasa y peroxidasa estin presentes en los peroxisomas
que sc encuentran cercanos o e las proximidades de los cloroplastos. Bl H,0, también se
destoxifica en el estroma del cloroplasto por ¢l cicle del ascorbato/glutationa conducido por ¢l
NADPH. El ciclo de las xantofilas puede también ayudar en la disminucion de espeeies 10xicas de
oxigeno. £l proceso de peroxidacion de lipidos destruye laintegridad de membranas, principiando la
pérdida de compartamentacion celular y fitotoxicidad (Fuerst, 1991). Los dcidos grasos mas
abundantes en Ja membrana de los tilacoides san los acido linolénicos Y linoléicos. Estos dcidas
grasos polinsaturados son wtilizados en Ia peroxidacion de lipidos. La Chl y O} pueden extracr
dtomos de hidrdgeno de deidos grasos insaturados resultando asi un radical fipidico. La estructura
molecular resulta en una configuracion de diene conjugado dentro del radical del dcido graso que s¢
puede convertir a un radical del peréxido lipidico con la adicion de oxigeno molecular, El proceso
de peroxidacién de lipidos ¢s aviocatalitica desde que ¢l radieal del perdxido lipfdico puede iniciar In
abstraccion de hidrogeno de lipidos Lcrcnnos El radical de peroxidos lipidicos puede convertirse en
endoperéxidos ¢ hidroperdxidos. El O,, puede reaccionar direclamenie con acidos grasos
polinsaturados y producir dircctamente un hidroperdxido lipidico. Hidroperoxidos de lipidos se
degradan en pequeios fragmentos de hidrocarbono tales como el etano v malondialdehido (Fuerst,
1991).

En bas¢ a lo amterior se puede decir que las boroxozalidonas, estudiadas en esta tesis, son
posiblemente asimiladas por alguno de los mecanismos arriba mencionados y de ahi que no se les
encuentre un clecto inhibidor potente; dado que alpunos herbicidas son fitotoxicos como
consecuencia de sus interacciones con el transporte de elecirones y subsecueniemente con la’
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destruccion de membranas fotosiméticas (Fuerst, 1991). Esto plantea que ¢l mecanismo de
asimilacion de las boroxozalidonas requicre ser esiudiado con mis detaile.

6.4. RESPIRACION DE SEMILLAS DIE PLANTAS AGRICOLAS Y MALEZAS.

Con ¢l objeto de estudiar la posible actividad herbicida de pre-emergencia de las
boroxozalidonas en la respiracion durante ia germinacion de semillas, s¢ determing of efecta de log
complejos de difenil borano en la respiracion de las siguientes semillas de plantas agricolas:
dicotiledonea, lomate (Physalis ixocarpa); dos tipos de semillas de monocotiledonea, trigo (Triticum
vulgare) y }a maleza: zacate Shonson (Sorghm halepense) durante 72 horas 4 28°C.

La respiracion aaerdbica sitve como fuente principal de ATP usado en las reacciones que
requieren energin durante ¢f crecimiento y desarrollo de las plantas. Siedow, 1995. Y en esle caso
encontramos que fos compuestos de difenil borano, presentan diferentes actividades como san I
inhibitoria o desucoplante, esto provoca la desorganizacion funcional del transporte de electrones
mitocondrial Hlevando asi a fa inactivacion de Jas vias metabolicas dependientes de AT y con ¢llaa
Ia muerte del embridn. Sin embargo, cn el caso de aquellos compuestos que presentan una
recuperacion gradual del efecto inicial de los compucstos que producen desacoplamiento o
inhibicion podemos decir e son metabolizidos.

El orden de actividad en refacion 2 la inhibicion y concentracion. sobre la respiracion de las
diferentes semillas, s¢ da en In tabla 6 con Jos valores de inhibicion 5, Ugg, 15, donde se aprecia la
concentracion a fa cual tenemos un 25% de inhibicion de la respiracion de las semillas de trigo y
zacate Jhonson, micentras que para el tomate Ja inhibicion solo es de 15%, ¢l caso de Usy nos indica
m 50% de desacoplamiento en relacion al control; estos datos se obtuvieron a fas 72 hrs. de
imbibidas fas semillas y el orden de actividad que se presenta esta dado en relacion a la
concentracion de compuesto que se wilizo, pira obtener ese porcentaje de inbibicion, es decir con
menor cantidad de compuesto abtenemos un mayor efecto ya sea inhibidor y/o desacoplame sobie
las semillas indicando asf, su mayor actividad, por el contrario sf tenemos una mayor concentracion
y un menor ¢fecto, ¢ compuesto no es activo. En base a esta se da el orden de mayor & menor
actividad inliibitoria donde se tama en consideracion ef efecto de la concentracion menor; para cada
uno de los casos estudiados.

6.4.1. EFECTO DE LOS COMPLEJOS DE DIFENIL BORANO EN LA RESPIRACION DE
Physalis ixocarpa DURANTE LA GERMINACION.

A continuacion se deseribe el efecto del difenil(glutamato-O.N)borano, FD); sobre la
respiracion de semillas de Physalis ixocarpa, se muestra en la figura {1, un efecto inhibitorio
maximo a las 24 hrs con 34%, 29% y 36% de inhibicién a 0.5, 0.8 v 1.2 mM, ya que para Jos
siguientes dins de genminacion este efecio se revierte para todos los casos. presentdndose una ligera
inhibicion del 11% a 1.2 M a las 72 hrs. mientras que se acelera un 137.6 a las 48 lus para tadas
fus cancentraciones utilizadas. Estos resvltados sugicren que ef compuesto cs metabolizado por las
semillas de tomate a medida que transcurre ¢l tiempo de germinacion, esta observacion requicre
investigacioncs posteriores para que sea nclarado.

131 siguiente compuesto que se deserihie sobre Ja respiracion de Ins semilias de tomate durante
Ja germinacion se¢ muestra en Ja figura 11 Se observa que el difenil(lisinato-O,N)borano. FD, a las
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24 hrs de imbibicion a las concentractones de 0.5, 0.8 v 1.2 mM presento fas siguiemes vatores de
inhibicion 43%. 43% y 36% respectivamente, en donde s¢ ve mayor inhibicion conformie sumenta ¢l
tiempo de exposicion de las semillas al compuesto durante la geninacion de las semillas. siendo Ja
concentracion de 0.8 mM ki que presenta un efecto nis constante ya que a las 48 hrs tiene un 13%
de inhibicion y a las 72 hrs de 17%. Nétese que este compuesto es parcialmente transforniado ya
que hay reversion parcial de la inhibicion de la germinacion

A continuacién se deseriben los resubtados del difenib(glicinato-O,N)borano, FD; en donde se
observit el mayor ¢fecto de inhibicion (figura 11 ) a las 24 hrs para todas las concentraciones de
ntenor 4 mayor concentracidn producen 43%, §7% y 14% 2 0.5, 08 y 1.2mM ya quealas 48 hrs y a
0.5 mM del compuesto presenta un activacion en la velocidad de la respiracion del 112.5%
comparado con el control, aungue posteriormente la respiracion disminuye a las 72 hrs de
germinacion con sélo un 17% de inhibicion, para la concentracion de 0.8 mM vemos que hay una
recuperacion gradual de I respiracion ya que a las 48 hus I inhibicion es tan solo de 6% v a las 72
hrs tiene la misma velocidad que ¢l control, para la concentracion de 1.2 mM solo presenta una
disminucion del 34 % a las 72 hrs siendo esta concentracidn Ia mas contstante en su efecta inhibitorio
a través del tiempo de germinacion, Estas observaciones también nos indican que ¢
difenil(glicinatn-ON)borang, FD;  es metabolizado durante Ia germinacion de las semillas de
lontate.

En cambio e difenil(isoleucinato-ON)borano, FI), tiene poco efecto inthibitorio en la
respiracion de fas semillas de tamate durante kit genninacion como se puede apreciar en I figura 11
a la cancentracion de 1.2 mM a las 72 hrs donde solo inhibe un 22%. Por otre lado a las 48 Ius a una
concentracion de 0.8 mM activa la respi-2cion un 119 %. De lo anterior dedueimos que es un
compuiesto con poca actividad inhibitoria de la respiracion aunque timbién ¢s metabnlizado,

Por otro lado en la figura 11 se abserva que el difenil(leucinato-O,Nyborano, FD; presenta un
pequefia inhibicion de la respiracion de las semillas de tomate a las 24 hrs de imbibicion, pero
también este se revierte a las 48 hrs ya que s manifiesta una actividad desacoplante ya que activa la
respiracion a fos siguientes valores porcentuales de velocidad de 143.8 %, 125% v 150% a fas
concentraciones de 0.5, 0.8 y 1.2 mM respeetivamente, siendo la de las 72 hrs de genminacion la mds
constonte en la activacion a 111%. Estas observaciones nmestran que ¢} difenil{leucinato-O,N)
borano, FDq es transformado por las semillas de tomate durante Ia germinacion.

El efecto del difenilimetionato-O,N)borano, FD,, sobre la respiracion de las semillas de
tomate es de desacoplante ya que activa la respiracion a las 24 y 48 hrs para la concentracion 0.5
mM incrementandose a 107%, 137.5 % ¢l cual se ve disminuido a las 72 hrs con 22% de inhibicion,
Para las concentraciones de 0.8 y 1.2 mM a s 48 hrs presentd una activacion de i respiracion de
112.5% y 137.5% respectivamente y ka eunl disminuye para mmbos casos con un H1% de inhibicion,
Estos resultados nos indican que este compuesto también ¢s metabolizado durante la germinacion al
igual que los otros compuestos descritos, (figura 11)

Al igual que ¢l compuesto anterior ¢l difenil(treaninato-O,N)borano, FD; presenta una
actividad desacoplante a la concentracion 0.5 mM a las 24, 48 y 72 Ius con los siguientes valores
respeciivamente 114%, 169% v 116.7% presentdndose un clecto inhibitorio de 2% v 22% a las 24
y 72 hrs o la concentracion de 0.8 mM; en cambio a la concentracion de 1.2 mM esta inbibicion es
de sola H% a las 72 lrs(ligura 11 ), Los datos también indican que este compuesio sufre
metabolismo durante la geninacion.

En la figura 11 sec muestra el efecto del difenil(aspartato-ON)borano. FI)x sobre Ia
respiracion en semillas de tomate durante la germinacion y se observa que a la concentracion de 0.5
mM presenta los siguientes valores de actividad 100%. 112.5% y 105.5% a las 24, 48 v 72 hrs
respectivamenme (Higura 1), indicdndonos que se comporta camo un desacoplante de b fostorilacion

44



oxidativa, ya que se activa fa yespiracion, Vemos que esta actividad de desiacophoniento se hace mas
evidente a Ja concemracion de 0.8 mM después de fas 24 hrs de imbibicion, es decir, a fas 48 hrs
presera el valor de 187.5% y de 133% para Jas 72 Iis. Cabe mencionar que este compuesto a su
concentracion maxima de 1.2 mM 1o tiene un efecto drdstico de inhibicion en la respiracion ya que
la afecta un 14%, aunque si presenta un clecto desacaplante similar al de L coneentracion 0.8 mM a
las 48 hrs. Debido a que activa la respiracion de las semilias de tomate indica que desacopli la
fosforilacion oxidativa va que ¢ste organelo es e responsable de In respiracion y también que
neeesita mds de 24 hrs para translocarse en la imitocondria para desacoplor v ademis es imetabolizado
ya que irthibe la respiracion a fas 72 hs de germinaciion.

A continuacion se describe ¢l efecto del difenil(fenilglicinale-O,Nborano, Dy sabre la
respiracion de las semillas de tomate, Se observa que ¢l efecto inhibitorio de la respiracion mis
potente se localiza a tas 24 hrs y ala concentracion de 0.8 y 1.2 mM del compuesto. En cambio a las
48 hrs y 0.8 mM desacapla la fosforilacion de la mitocondria ya que activan el flujo de electranes 2
112%y 131 % a 0.5. Encambio a 1.2 mM y a las 72 hrs inhibe un 21% y a las atras concentraciones
no presentd efecto, (figura 11)

En la figura 11 sc observa que ¢l difenil(tirosinato-O,N)borano, FDyq presenta un efecto
desacoplante débil a lus 24 hrs y maxima a las 48 his a 1adas las concentraciones ensayadas de 0.5,
08 y 1.2 mM, awnque a 1.2 mM disminuye la potencia netivadora de la respiracion de este
compuesto, En general podemos decir que este contpuesto actiia como un desucoplante de la
fosforilacion oxidativa ya que acelera ¢l conswno de oxigeno en la respiracion de las semillas de
tomate y a altas concentraciones se abserva ligero metabolismo del ecompuesto.

El difenil(serinato-O,N)borano, FDy; a las 24 lus a la concentracian de 0.5 mM presenta
100% de actividad, micntras que a concentriciones de 0.8 ¥ 1.2 es de 36 y 37 % de inhibicién, para
las 48 hrs hay un aumento de 113% y 125% 2 0.5 ¥ 0.8 mM mientras que a 1.2 mM hay inhibicion
del 31% a 1.2 mM. Para las 72 hrs encontranios que los valores de inhibicion son 11%, 22% v 33%
a las concentraciones de 0.5, 0.8 y 1.2 mM. (figura 11) Estos datos también indican que el
compuesto es metabolizado por las semillas de lomate durante la genninacion.

Finalmenie los cstudios del difenil(prolinato-Q N)borane, FDy,, muestran gue a las 24 hrs no
liene efeclo y que se presenta up efecto de activacion de b respiracion a las 48 lus de manera
desacoplante para todas las concentraciones tenemos los siguientes valores 118%, 119%y 112.5%a
0.5, 0.8 y 1.2 mM del compuesto, en cambio a las 72 Iirs hay una inhibicidn, de menor a mayor
conceniracion tenemos un 33%, 6% y 22% de inhibicion. De lo onterior podemos deducir que este
compuesto tarda en penetiar en la semillas de tomate y por ende tenemos un retardo en su efecto en
1a respiracion y ¢l compuesto s metabolizado por lus semillas de tonwate durante fa germinacion.
(figura 11)

E1 ordet de mayor a nienor actividad inhibitoria de los compuestos se da acontinuscion:

FD> DD FDSFD S ED Do FD D > FDSFDRED,

6.4.2, EFECTO DE LOS COMPLEJOS DE DIFENIL BORANO EN LA RESMIRACION DE
Triticnm vilgare DURANTE LA GERMINACION.

A continuacion se presenta el estudio det difenil(glutamato-O.N)borano, FD; sobre la
respiracion de lns semillas de Triticum vidgare durante su germinacion en donde se abserva uma
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actividad inhibitoria a las 24 hrs y 48 lus para todas las concentraciones ensayadas observindose
miaxima inhibicion de 79% a 0.5 y 0.8 mM. Para las 72 hrs se presenta ima aceleracion de la
respiracion en las primeras dos conceniriciones de 0.5 mM y 0.8 mM siendo de 132% y 248%
respectivamente; en cambio para la mixima concentracion de 1.2 mM tenenios un 8% de inhibicion
a las 72 hws. Estos datos indican que el difenil(glutamato-O,N)barano, F)y es metabolizado por las
semilias de trigo durante Ja germinacién y su producto induce desacoplamiento. (figura 12)

I2n fa figura 12 se observa el efecto del difenil(isinato-ON)barana, FD, sobre In respiracion
de las semillas de trigo durante la germinacion en donde se muestra una inhibicion notable a la
concentracion de 0.5 mM. Cabe mencionar que al paso del tiempo se ve una recuperacion gradual en
la respiracion de las semillas ya que para las 48 hrs el efecto inhibidor disminuye de mayor a menor
concentracion de la siguiente manera 58%, 27% y 6 % a 0.5, 0.8 y 1.2 mM del compuesto,
notindose que se recupera mis sapidamente a la mayor concentracion comparada con las otras dos
concentraciones menores; cn donde vemos que a las 72 firs 1a inhibicion que encontramos cs de
66%, 64% y de 38% para los concentraciones de 0.5, 0.8 y 1.2 mM. Este compuesio es el mis
constante en su efecto inhibitorio siendo por tanto wito de los mds potentes como inhibidores de la
respiracion de las semillas de trigo, asf los datos nos indican que el compuesto es metabolizado por
las semillas de trigo durante la germinacion.

En la figura 12 el difenil(glicinato-O,N)borano, FDy a las 24 lus y 48 hrs se encontrd un
efecto inhibitorio de Ia respiracion. En fa misma figura 12 encontramos que este efecto se revierte de
manera desacoplante con los valores de 18%, 103% y 156% a 0.5. 0.8 v 1.2 mM. Estos indiea que
¢l compuesto es metabolizado durante la germinacion de las semillas,

Il estudio del efecto del difenil(eucinato-ON)borano, FDy sobre la respivacian de las
semillas de trigo presentn un cfecto desacoplante a fas 24 hrs con los siguientes valores 133% y
300% para las concentraciones de 0.8y 1.2 mM ya que a la de 0.5 mM hay wn efecto inhibitorio del
23%, Encontramos que conforme transcurre cf tiempo de imbibicion el efecto desacoplamte del
compuesto se ve disminuida siendo los valores de inhibicion a las 72 s con los sipuientes
porcentajes de 46%, 43% y 14% para las concentraciones de 0.5 mM. 0.8 mM y 1.7 mM
respectivamente. Los datos indieart que el computsto ¢s metabolizado durante la germinacion y que
la respiracién es inhibida en todas las concentraciones ensayadas. figura 12,

E3 difenil(treoninato-0,N)borano, FD, actita inhibiendo la respiracion de las semillas durante
todo ¢l tiempo de registro de la respiracion de las semillas y se observa al final de este una
tecuperacion que no llega a ser total para ninguna de las concentraciones ensayadas (figura 12).
Vemos que a valores de 0.5 mM, 0.8 mM y 1.2 mM respectivamente son de 37%, 46% y 46% a las
24 Iis., y a las 48 hrs de germinacion de 38.5%, 58% y 62% respectivamente y al final de 11%, 35%
y 11% de inhibicion de la respiracion a las 72 hrs, Estos datos también indican que el compuesto es
metabolizado.

£1 difenil(aspartato-O,N)borano, FDg a las 24 hrs inhibe fa respiracion de las semillas de
wrigo (figura 12 ) obteniéndose los siguientes valores 40%, 50% y 53% para las concentracianes de
0.5, 0.8 y 1.2 mM, para las siguientes 48 hrs de germinacion encontramos que hay un cfecto
desacoplante para todos los casos tenemos una activacion de la respiracion de 240%, 177% y 113%
a las cancemsraciones de 0.5 mM, 0.8 mM y 1.2 mM, esta activacion disminuye considerablemente
para la concentraeion 0.5 mM a das 72 lrs. ya que es inhibida un 85%. siendo esto ¢l efecto mis
dristico en la respiracion, 12 concentracion d¢ 0.8 mM inhibe dnicamente 37% y para la
concentracion de 1.2 mM tenemos un valor de activacion de 104%. Dado los resuitados abtenidos
indican que ¢l compuesto es un inhibidor-desacoplante y es metabolizado durante la germinacion de
las semillas de trigo
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1 estudio del difenilgfenilglicinato-ON)borano, FDy sobre la respiracion de las semillas de
trigo presenta un efecto de inhibicion obtenidndose una mayor actividad o las 24 y 48 Jus vi que a
las 72 hrs presentan una recuperacion de la captacion de oxigeno por pane de las semillas, a la
concentracion de 0.5 mM se encontrd que a las 24 hrs hay una inhibicion del 74% a fas 48 hrs de
61% y finalmente a las 72 de solo 5% siendo esta concentracion fn que presenta un mayar efecto
inhibitorio para fas 24 y 48 hrs de respiracion; a la concentracion de 0.8 mM del compuesto tenemos
que a fas 24 hrs inhibe 77% y a las 48 hrs un 5% recuperdndose tataimerie a fas 72 hrs, para fa
concentracién 1.2 mM tenemos que actila como wn desacoplante ya que fa demanda de oxigeno por
parte de las semillas se ve incrementado en relacion al control con los siguientes valores a 1.2 mM
tenemos 126%, 324% y 138% para los ticmpos 24, 48 y 72 hrs de germinacion respectivamente
figura 12, ,

El difenil(tirosinato-O,N)borano, F13;g presenta una inhibicion constante de la respiracion de
Tas semillas de trigo durante la germinacion para todas las concentraciones ensayadas, tal camo se
muestra en la figora 12, asi como para todos los ticmpos de imbibicion. Tenemos que este
compuesto presenta un efecto inhibitorio de la sespiracion a la conceniracion 0.5 mM y que no varia
para Jas demis concentraciones ya que los valores de inhibicion son semejontes para las demils
cancentraciones, como sc puede apreciar en la figura 12 ya que a las 72 brs de menor o mayar
coneentracion presenta un 34%, 34% y 41% de inhibicion siendo csta similar para las horas
anteriores, Este compuesto parcee que no es metabolizado durante la germinacion ya que siempre
inhibe la respiracion.

El complejo dilenil(serinato-ON)borano, FDyp manifiesta una actividad inhibitoria de la
respiracion de Jas semillas de trigo a las 24 y 48 lirs, aunque a las 72 hay un desacoplamiento de fa
tespiracion de 133% y 173% a 0.5 y 0.8 mM ya que a 1.2 mM se inhibe 24%. Dado las variaciones
¢n respuesta a la respiracion, este compuesto indica que es metabolizado durante la genninacion de
las semillas de trigo. (figura 12)

1] orden de actividad de mayor a menor inhibicion de los compuestos ¢s el siguiente en base a los
villores que se presentan en li tabla 6:

FDpFDFDFD > FDSFD SFD > FD>FD,

6.4.3. EFECTO DI 1.0OS COMPLEJOS DE DIFENIL BORANO EN LA RESPIRACION DE
Sorghum halepense DURANTE LA GERMINACION.

El estudio del difenil(glutamato-O,Nyborana, FI); sobre la respiracian de las semillas del
zacite Jhonson (Sorghum halepense) durante a germinacion presenta una aceleracion mixima de
esta actividad respecto al control de un 200% a una concentracion 1.2 mM o las 24 lus de
imbibicion, mostrando una actividad de desacoplmmiento de la respiracion tigura 13 En cambio a las
48 y 72 Jus se observa inhibicion de la respirzeion a todas las concentraciones ensayadas siendo
mayor la inhibicion a mayor concentracion figura §3.

En la figura 13. Se muestra el cfecto del difenil(lisinato-O,N)borano, D, sobre la
respiracion de las semillas de zacate Jhonson. Este compuesto presema una activacién de la
respiracion de 150%, 466.7% y 133% a las cancentraciones 0.5, 0.8 y 1.2 mM a las 24 his, estos
resultados indican que este compuesto produce desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa, Sin
embargo este compuesto inhibe la respiracion 4 mayores tiempos de germinacion, siendo mayor ta
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inhibicién a mayor concentracion. Estos resultados indican que este compuesta wmbién os
metabolizado durante fx germinacion de tas semillas de zacate Johnsan.

A continuacion se presenta e} electo det difenil(plicinato-O,N)hormo, FD, sobre
respiracion de fas semillas de Sorghum halepense durante fa genninacion. Encontramos que a 0.5
mM este compuesto tiene un efecto dristico det 100% de inhibicion a las 24 hrs de imbibicion en
cambio hay una activacion de la respiracion a 0.8 mM y 1.2 mM a las 24 lrs. Por lo que este
compuesto se componta como inhibidor de la respiracion a bajas concentraciones det compuesto v
como desacoplante a altas concentraciones. Este compuesta es metabolizado durante la germinacion
ya que a las 48 hrs, se inhibe ta respiracion a medida que aumenta su concentracion figura 13,

El complejo de difenil(isoleucinato-O.N)borane, FD, inhibe fa respiracion de semillas de
Sorghum halepense durante la genninacion a todas las concentraciones ensayadas.(figura 13).

Por otro lado ¢l difenilleucinato-O,N)barano, FD; no presenta un ¢fecto inhibitorio potente
de ta respiracion en las semillas de Sorghiem halepense ya que solo inhibe un 63% a las 72 hrs a una
concentracion de 1.2 mM tal como se muestra en a figura 13; y en las otras coneentraciones no liene
efecto marcado.

Difenilimetionato-O,N)borano, FD, a wa concentracion de 0.5 mM a las 24 v 48 hrs
presenta una activacion de Ia respiracidn de 150%, 112.5% respectivamente indicando que actia
como desacoplante de fa respiracion, sin embargo este proceso se revierte a tas 72 hrs ya que se
inhibe un 26%. A 1x concentracion 1.2 mM presenta un efecto inhibitorio de la respiracion del 50%,
25% y 42% a las 24, 48 'y 72 hrs respectivamente siendo esto su efecto inhibitorio mis potente. Los
resultados indican que el compuesto es metabolizado en fa germinacion de fa semillas de Sorghm
halepense. (figura 13)

Eit cambio ¢l difenil(treoninato-O N)borane, FD, inhibe la respiracion a fas 24 hrs de
imbibicion y desacopla a las 48 hrs de imbibicion y vuelve a inhibir I respiracion a fas 72 hrs. Estos
resultados muestran, figura 13, que ef compuesto se metaboliza durante fa gerrinacion,

El difenil(aspartato-O,N)borana, FDg presenta una activacion de la respiracion de fas
semitias de zacate Jhonson acelerdndota a una concentracion de 0.5 mM durante 24 y 48 lrs con los
valores de 133% y 159.7% respectivamente, mientras que a fas 72 hirs se inhibe solo un 16%. Estos
resultados indican que ¢l compuesto se comporta coma un desacoplante, auntentando Ia potencia
desacoplante o las 48 lus de imbibicion, en cambio a las 72 his se observa inhibicion de la
respiracion siendo esta mayor al auatentar la concentracion del compuesto figura (3. Estos
resuitados indican que este compuesto s metabolizada,

El difenil(fenilglicinato-O,N)borano, FDy presenta un efecto desacoplante de 166.% a las 24
hrs de imbibicidn y a una concentracidn de 0.5 mM fue Ja activacion mas alta detectada,
comportdndose durante las 48 y 72 hs como un inhibidor débil de lu respiracion. A las 72 lurs solo se
observa inhibicion de ln respiracion. Estos resultados también indican, que cste compuesto es
metabolizado durante la germinacion del zacate Jhonson. figura §3.

Por otro lado el difenil(tirosinato-O,N)borano, ¥Dy, tigura 13, tambicn presenta efecto
desacopiante ya que activa la respiracion siendo mayor a bajas cancentraciones, esta actividad
desacopianie disminuye drasticamente u las 48 hrs de imbibicion v a las 72 hrs de imbibicion se
observa inhibicién de la respiracion a todas fas concentraciones ensayadas siendo mayor la
inhibicion de la respiracion a mayor concentracion del compuesto. Listas observaciones indican que
este compuesto es metabolizade por las semillas de zacate Jhonson durante la germinacion.

El difenil(serinato-O,N)borano, FI);, tiene un efecto inhibitorio de la respiracion de semillas
de zacate Jhonson a las 24 hirs de imbibicion y a las 48 lus se revierte, en cambio a las 72 hrs de
imbibicion se observa su inhibicion de la respiracién a todas lus concentraciones ensayadas. figora
13 indicdndonos que el compuesto ¢s metabolizado.
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Finalmente describiremos ¢l efecto del diteniliprolinato-ON)borano. 1Dy, sobre la
respiracion de semillas de zaeae Shanson y fos resnhados encontrados se muesiran en figura 13. Se
observa que tiene una actividad desacaplante débil a las 24 hes de imbibicion y después a las 72 s
inhibe débilmente la respiracion. Los resubtados encontrados con este compuesio indican que es
wetabolizado durante Ja genninacion de fas semillas del zacate Jhonson
[} orden de actividad inhibitoria de Jos compuestos es ¢) siguiente en base a los valures de que se
presenta en fa tabla 6:

FD;>FD > ED DD, 5F D> ED F D ED g FD > D D,

COMPUESTO  Triticum vulgare  Sorgluam halepense  Physalis ixocarpa

15, Usp b 1is
FD, 540 260 1200
FD, 150 200 720
FD, 1100 300 450
FD; 1000 300
FDs 300 500 250
FD, 500 250
FD, 700 280 750
FDy 150 1080 750
Dy 170 580 300
FDyy 250 600 700
D, 650 380 550
FD,, 780 200

Tabla 6. Valores de las concentraciones (uM) de inhibicion del 25%, 15% vy desacoplamiento 50%
{12 Uyg, I;5) para la respiracion de las semillas de: Triticuan vulgare, Sorghum halepense y Physalis
ixacarpa,
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6.5, EFECTO BE LOS COMPLEIOS DE DIFENIL BORANO EN LA GERMINACION DL

SEMILLAS DE PLANTAS AGRICOLAS Y MALEZAS.
COMPULSTO Sorghnm halepense T riticum vilgare Pliysohy ivocarpa
conc. mM 0.5 08 1.2 0.5 0.8 12 _mf_)i_' .
D, 614445 52#15 27417 8dsi 7282 1612 5441
FD, 701815 27:00 29117 4847 20417 4An 69117
FD, 79826 43115 3412 28enas 1) (20 5512
FD, 86126  6Bils  68:17 922 9241 84w 4912.0
FDy 6113 50£1.7 45826 7611 6082 68417 20117
FD, 1000 5241 100:0  96:2  100:0 G841 30:15
FD, 8841 LYEING 1611 92015 20:07 204 5042
FDg 6143 57026 4781 7211 6841 044) 3412
FDy 7541 6811 66417 52417 1217 d0ns 711
FDyo 70426 5742 29417 92117 72417 324008 18417
FDy, 6811 5722 27515 60s17 84l 410 4541
F1)yy 8412 100t0 7581 8B«y  88t17  §0x1S KIEIRE

Tabla 7. Lfeclo de las baroxozalidonas en la germinacion de fa maleza zacate Jhonson (Sorghum
halepense) y de las plantas agricolas trigo (Triticum yulgare) y tomate (Physalis ixacarpa). Los
valores representat el porcentaje de germinacion de plamas. con su desviacion estandar, que
lograron crecer en presencia de los compuestos,

Estudiamos el efecto de las boroxozalidonas sobre lo germinacion de semillas de malezas y
plantas cultivables. Los compuestos de difenil borano presentan efecto en la germinacion de semillas
de Sorghum halepense, Tritictn vulgare, Physalis ixacurpa. como se observa en la tabla 7, la
germinacion de Triticum vulgare (figura 14), ¢s afectada por el difenil(glicinato-0.N)borano, D, >
difenil(lisinato-ON)borano, FD, > difenil{fenilglicinato-ON)borano, FD, > dilenil(serinato-
ON)borano, FDy; > difenil(treoninato-O,N)borano, FD, > difenil(glutamato-O,N)borano, FD; >
difenilQirosinato-O,N)borano, ¥Dy,. Para Sorghum halepense (figura 15), el difenil(lisinato-
Q.N)borane, FD, > difenil(glicinato-ON)borano, F1); > difenil(treoninato-O.N)borano, FD, >
difenil(lcucinato-ON)borano, FD. > difenil(glutamato-O.N)borano, FD; > ditenil(serinato-
O.N)borano, FD}; > difenil(tiresinato-ON)borano, FDy, > difenil(aspartato-ON)borano, FDy. Y
para Plysalis ixocarpa (figural6). encontramos que el dilenil(fenilglicinato-O,N)borano, FI)y >
difenil(tirosinato-O,N)borano, ¥Dyy > difenil(leucinato-O,N)borano, FDg > difenilimetionato-
O.Nborano, FDg > difenil(prolinato-O,N)borano, FDy; > difenil(serinmo-ON)borana, FI,, >
difenil(isoleucinato-O,N)borano, FD, > difenil(treoninato-O.N)borano, FD;; e} orden en el que se
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dan los compuestos es en base alos vatores de L, gque presentan para cada caso en a tabla § v se dim
de mayor efecto y menor concentracion a menor efecto. Lus valores de desviacion estindar
encontrados para cada concentracion utilizada en los compuesto no se traslapan entre las diferentes
concelraciones empleadas, Se caleuld el Ly que se refiere a la concentracion de compuesto necesaria
para inhibir el 50% de la germinacién de semillas. L1 signiticado de L, es ¢l siguiente entre mas
activa es el compuesto menos es la concentracion requerida para inhibir en un 50% la germinacion.
Para Jos contpuestos anterionmente mencionados encontramos que ¢l compuesto empiez a teper un
efecto inhibitorio a bajas concentraciones y que se va incrementando of aumentar 1a concentracion.
Para los compucslos que no aparecen nombrados en ¢ efecto o la_germinacion es porque sus
concentraciones no alcanzan @ inhibir 50% de la germinacion. Los resultadas muestran que cada
compuesto presenta an comportamiento individual al inhibir la germinacion de diferentes semillas.

COMPUESTO | Sorghum halepense™ | Triticum vulgare | Physalis ixocarpa
FD, 840 960 -
FD, 650 490 .
ID, 740 350
FD, . ' 490
FD, 800 . 280
FD, 320
FD, 840 05 ° 00
Fl)g 1100 .

Fi)y - 510 250
FDy 990 1000 270
FD,, 890 560 400
FD, . . 330

Tabla 8. Valores de lyg (M) de las boroxozalidonas en la germinacidan de Sorghum halepeuse,
Triticum vulgare y Physalis ixocarpa. Los compuestos que ha tienen valar de Ly, es porque a fas
concentraciones usadas no inhibid 50% de la genminacion de fas semillas,

La inbibicion de 1o genninacion se puede deber al atectar miltiples eventos tales coma: ef
transporte de iones, sintesis de proteinas, desactivacion de honmonas v metabolismo energético
celular. En base a la baja actividad que presentan estos compucstos sobre la genminacion,
principalmente en las malezas (Sorghm halepense), podemas sugerir que presentan mecanismos de
inactivacion metabolica, método por el que algunas plantas se protegen del efecto de trinzinas
(Schneegurt, 1994).

A pesar de que el Boro y sus compuestos derivadus tienen un efecto 16xico sobre plantas se ha
encontrado que su toxicidad es reducida por fa formacion de complejas borata-azuear (Yokota,
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1990). La formacion de complejos asimilables por los organismos permite que los complejos de Boro
sean utilizados como herbicidas , como en ¢l caso de estas boroxozalidenas, o insecticidas ya que la
toxicidad, puede disminuir en relacidn a la estructura. (Woods, 1994)

Aungue los rangos de toxicidad del boro, varfan de especie a especie (Fox, 1989; Nobel,
1988; Picchioni, 1991; Francois, 1991). En otros caso, las plantas son menos sensibles a la accién
del herbicida porque disminuye I sensibilidad de los sitios de accion, como sucede con los
ariloxifenoxipropionatos y ciclohexanedionas. Otros métodos concebibles incluye la disminucion de
Ia asimilacidn o acumulacién del compuesto, o en una disminucion del mimero de sitios de unidn
potenciales del herbicida (Schacepurt, 1994).

En Physalis ixocarpa (figura 17) apreciamos que aungue no se inhibe fa germinacion
completamente, sf la continuacion de la elongacion tanta de la ralz como la del tallo. El efecio de los
compuestos probablemente es la disminucion de wove de la sintesis de nucléotidos, ya que el
crecimicnto de la plantula experimenta una ripida division celular y este periodo necesita de la
sintesis de ATP, nucléotidos, etc., por una via intermediaria de nucléotidos-glucosilicas, de gran
cantidad de polisacaridos, material necesario para lu pared celular (Manga, 1979). O bien por algin
otro proceso de postgerminacion como la sintesis de ADN, ARN o proteinas, necesarias para la
continuacion del desarrollo de fa planta.

Algunos otros herbicidas, colapsan el gradiente electroquimica de protones a través de la
membrana plasmdtica ya sea dircctamente por el transporte de clectrones a través de Ja membrana o
por interaccidn con alguna proteina especifica de membrana. De acuerdo a esta hipotesis el colapso
del gradiente de protones es fitotoxico porque altera la regulacion del movimiento de soluos en la
célula y también agotan el ATP de la célula (Gronwald, 1993).
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6.6. SELECTIVIDAD DE LOS COMPLEJOS DE DIFENIL BORANO EN SU ACTIVIDAD
HERBICIDA DE PREEMERGENCIA,

COMPUESTO EFECTO EN: SELECTIVIDAD
FD, monocoliledoneas selectivo
FD, monocotiledoneas selectivo
FD, monocotiledoneas selectivo
FDy dicotiledoneas seleclivo
FDj monocotiledoneas y dicotiledoneas na sclectivo
FDg dicotiledoncas selectiva
FD, monocotiledoneas y dicotiledoneas no selectivo
FDy monocotiledoneas y dicotitedoneas no selectivo
FDg monacotitedoneas y dicotiledoneas na selectivo
FDyo monocotiledoneas y dicotitedoneas no sclectivo
FDy; monocotiledoneas y dicotiledoneas no selectivo
FDy, dicotiledoneas selectivo

Tabla. 9. Selectividad de fas boroxozalidonas en las semitlas de monocotiledoneas y dicotiledoncas
cn fa caracterizacion de su efecto preemergente.

En bas¢ a los resultades analizados en Ja respiracion y germinacion de semillas de
monocoliledonea y dicotileddneas encontramos que los complejos de difenil borano presenta cierta
selectividad para monocotileddneas y dicotileddneas aunque también se presenta un efecto no
selectivo es decir afectan ambos tipos (tabla 9) En la actividad evaluada de preemergencia se
enconlré que los compuestos presentap una preferencia en afectar a las semillas de
monocatiledoncas y dicotiledoneas, como cjemplo tenemos al FDyg, FD,, FDg, FDg, FDyy y FDyy,
mientras que se aprecié una selectividad para monocetiledoneas por parte de FDy, FD; y FD; ya que
inhibieron preferentemente al Sorghum halepense y Triticun vulgare mientras que para el FI,, FD,
y FDy; afecto a Physalis ixocarpa, (dicotiledonen).

La selectividad (tabla 9) y potencia de actividad en la respiracién (tabla 6) permite reconocer el
modo de accién de los compuestos en semillas y cual es el mis adecuado para usarlo contra algin
tipo especifico de malezas.
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Triticum valgare

DPHB,

0.5 mM

Figura 14. Efecto del difenil(glicinato-O,N)borano, FDy en la germinacion de Triticum valgare. Este
coitipuesto con mayor efecto en la germinacion de esta semilla. Se colocardn 25 semillas en cada
caja y la observacién corresponde a los 4 dias.
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Sorehum halepense

DPHB,

Figura 15, Efecto del difenil(lisinato-Q,N)borano, FID; en la germinacion de Sorghum halepense.
Este compuesto afecta de manera potente la genminacion de esta semilla. Se colocarén 100 semillas
y se observardn al cuarto dia.
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Figura 16. Efecto del difenil(fenilglicinato-ON)borano, FDy en la perminacion de Physalis
ivocarpa. Fste compuesto presenta un efecto potente en la inhibicion de Ja genminacion de esta
semilla. EY mimero de semittas fue de 100 de acuerdo a material y métodos.
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M e
Physalis ivoca i

DPHB,

Figura 16. Efecto del difenil(isoleucinato-O,N)borano, FDy en la germinacion de Physalis ivocarpa.
Presenta una inhibicion en a continvacién del desarrollo de la planta a .5 mM. Condiciones en
material y métodos.



7. CONCLUSIONES:

En la fotosintesis ¢ compuesto difenil(lisinato-ON)borano FD; que presenta -NH, en su
estructura es inhibidor de la reaccion de Hill en cloroplastos de chicharo y especificamente inhibe el
complejo EOC, del Fotosistema I1; (Van Asschie, 1982).

Por otra pate los complejos  difenil(glutamato-O,N)borano,  difenil(glicinato-O,N)borano,
difenil(treoninato-O,N)borano, difenil{aspartato-O,N)borano, son iuhibidores de la transferencia de
energla ¢ inhiben a la H' ATPasa. Su actividad probablemente este relacionado con fos grupos -COOH,
-11, -CHy que contienen en su estructura. (Trebst, 1978, Trebst, 1984 y Miyoshi, 1990).

El difenil(serinato-O,N)borano es un desacoplante débil, el cual tiene un sustituyeme -OH ¢n su
estructura.

Los difenil(isolcucinato-O,N)borano, difenil(feucinato-O,N)borano, difenil{metionato-O,N)borano,
difenil(fenilglicinato-O,N)borano,  difenil(tirosinato-O,N)borano,  difenil(prolinate-O,N)borano,
presentan efecto minimo en Ja fotosfatesis.

En los ensayos para evaluar su actividad de herbicida preemergente, las boroxozalidonas se
probaron en la respiracion y germinacion de dos especies de monocotiledoncas (trigo y zacate Jhonson)
y una especie de dicotiledonea (tomate). De todas las boroxozalidonas probadas el difenil(glutamato-
0,N)borano, difenil{lisinato-ON)borano y difenil(glicinato-O,N)borano causaron un efecto inhibitorio
¢n respiracion y germinacion de monocotiledoneas; mientras que la respuesta de monocotiledonens
para el difenil(isoleucinato-O,N)borano, difenil(imetionato-O,N)borano y difenil(prolinate-0,N)borano
fie menor comparado al que presento a la dicotiledonea en los procesos evaluados, que fue mayor.
Mientras que ol difenil(leucinato-O,N)borano,  difenil(treoninato-O,N)borano,  dilenii(aspartato-
O,N)borano, difenil(fenilglicinato-ON)borano,  difenil(treoninato-O,N)borano y difenil(serinato-
O,N)borano inducen una inhibicion tinto de la respiracion y germinacion del trigo, zacate Jhonson y
tomate.
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Efecto de Jos compuestos difenil(isoleucinato-O,Nyborano FD,, difenil{leucinato-O,N)borano
FDys, difenil{metionato-O,N)borano FDy, difenil({fenilglicinato-ON)borano  FDy, difenil(tivosinato-
O,N)borano FDg, difenil(prolinato-O,N)borano ¥D); en la Totofosforilucion. Los compuestos anles
mencionados, presentaron poco efeeto de inhibicion en las actividades de Ia fotosintesis; en relacion a
Jos demds. (Desviacion estindar muiximo 3.4). Ver resultados y discusion.
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